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総誹竜の部

緒　言

　現在，固形癌の治療は外科的切除（外科療法）を根幹として，その前後に化学療

法，放射線療法，温熱療法及び免疫療法が併用されている（図1）。1）このような

併用治療がなされるのは，癌は完治しなければならない疾病の一つでありながら，

癌細胞を選択的に根治するような治療法が開発されていないことによる。それゆえ

図1は，現在利用されている一般的な癌の治療法を示しているが，癌細胞のみに作

用するスーパードラッグ（新薬）が開発されていない現状においては，癌の治癒率

をさらに高めることのできる新たな情報を取り込んで，より体系的な治療法の開発

が大きなテーマとなる。

　化学療法は，制癌剤が癌細胞と正常細胞とのわずかな感受性の違いを利用してい

るため，全身的な副作用が不可避であり，補助療法としての位置を占めざるを得な

い（図1）．2）したがって，化学療法による癌の治癒率をさらに高めるためには，

この副作用の問題の解決が必要となる．化学療法の副作用を改善し，かつ治療効率

を高める方法として，制癌剤を正常組織には極力行かせずに，癌部位にのみ送達す

る，すなわち“標的イビがある。癌局所への薬物の効率的な標的化によって全身的

な副作用が軽減でき，図1のA→B→Cの過程のうちBを省略できる可能性を有し

ている。

　薬剤学・製剤学の分野において最近定着した薬物送達システム（Drug　Deiivery

System，　DDS）の概念に基づき，既存の薬物のバイオァベイラビリティーを高

める試みがなされている。3～6）DDSは，薬物の“targeting（標的化）”と

A
主に癌局所治療を

目的に切除が可能

となるレベルまで

の補助的治療

・化学療法

・放射線療法

・温熱療法

C

　B

　・外科療法

癌の根治を目的に

全身レベルでの補

助的治療

・化学療法

・放射線療法

・温熱療法

・外科療法

図1　一般的な癌治療設計
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“c。ntrolled　release（放出制御）”を基本として設計されるシステムであり，こ

の制癌剤含有DDSを癌治療に応用したとき，治療効率の改善が期待される。薬物

の標的化に利用可能と思われるDDSの中に薬物担体がある．7～11）この薬物担体

は，天然または合成の担体となりうる物質と薬物を結合させるかまたはそれらの物

質中に薬物を封入して物理的あるいは化学的駆動力を与えるこ，とによって目的部位

に薬物を運搬するものである．

　一方，医学の分野において動脈内注入療法（動注療法）が開発された．12）この

治療法は薬物の標的化の手段として，薬物を癌支配動脈または近傍動脈から投与

することにより一時的に薬物の癌局所内濃度を高め，癌細胞における薬物のバ

イオァベイラビリティーを改善するものである。13）したがって，極めて低い投

与量で期待した治療効果が得られる。動注療法は，SeldiRger　14）が開発した

traRscatheter法により飛躍的に進歩した。これは，カテーテルを大腿部動脈や鎖

骨下動脈より挿入して目的動脈まで誘導し，そこから薬物を投与するものである．

しかし，この方法は一時半に平門所内濃度を高めることができるものの，それを持

続させることが困難である。この欠点を補うため，持続動注ポンプと呼ばれる外部

注入器が開発されているが15），手術が必要であり，簡便さに欠ける。

　そこで著者は図1のAからBへの治療設計において，固形癌組織周辺の正常組織

を含む領域に薬物を送達することを目的に，DDSに動注療法を組み込んだ標的化

治療システムの設計を行った。すなわち，薬物を含有する薬物担体を動脈より投与

し，担体を癌組織の動脈，細動脈あるいは毛細血管内に停滞させ，そこから制癌剤

を癌組織に送達する方法である。血管内に停滞させることができる薬物担体として

は固形の薬物担体と液状の油性薬物担体が考えられる。Kateら16・17）は制癌剤マイ

トマイシンCを含有したエチルセルロースマイクロカプセルを調製して膀胱癌や腎

臓癌の治療に応用し，高い臨床成績を得ている．この方法は薬物の標的化が達成で

きるばかりでなく，癌細胞の主たる栄養補給ルートが動脈であることから，担体が

動脈を塞栓することでその補給ルートも遮断できるというメリットを合わせ持って

いおり，この方法を特に加藤らは，　“化学塞栓療法”と名づけた．化学塞栓療法は，

動注療法と固形の薬物担体とを同時に利用したDDSである。当教室においても，

以前よりアルブミンマイクロスフィアを制癌剤の薬物担体として利用し，モデル腹

水癌に対する放出制御製剤や肺癌に対する磁性体を利用した標的化製剤としての有

用性を報告してきた．1　8・19）そこで著者は化学塞栓を利用し，本システムに用いる

固形の薬物担体としてアルブミンマイクロスフィアを選択した。

　一方，動注療法に利用された油性薬物担体として，油性造影剤リピオドールウル

トラフルイド（Lipiodol　Ultrafluide，LP）などが知られている．今野ら20）
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やMakiら21）は，癌組織の造影にLPを用いた時，癌組織のみ長期に亘って濃染さ

れたことに着目して，LPにスチレンーマレイン酸共重合体と制癌剤ネオカルチノ

スタチンの結合体（SMANCS）を含有させ，これを肝癌の治療に応用し，高い

臨床成績を得た。この担体の癌部位標的化機構は，動脈内から投与することに加え

て，癌新生血管の乱雑な形成，血管壁透過性の充進，間質スペースの増加やリンパ

系の欠如による除去能の低下といった癌組織に油性物質や高分子が貯留しやすいと

いう特性22・23）によるところが大きい．しかしながら，LPによる癌組織への標的

化は個々の癌組織の特性に左右されやすいという欠点を持ち，LP自身の標的化能

が乏しい場合が認められる。そこで，本システムに用いる油性薬物担体としてLP

の原料の中からオレイン酸とそのエチルエステル体を選び，薬物標的化を向上させ

る手段として癌組織の特性をいかしっっ，増粘剤を添加して担体の粘性を増加させ

た粘性オレイン酸と粘性オレイン酸エチルを用いた。

　本論文では，動脈内投与と上に掲げた物性の異なる2種の薬物担体とを組み合わ

せたDDSについて，特に“薬物の標的化”の観点から，第一編としてアルブミン

マイクロスフィア，第二編として粘性油性薬物担体について検討・考察し，さらに

各編において動物のモデル固形癌に対する抗腫瘍効果の結果から，本標的化システ

ムをより最適化するための具体的な製剤学的改善策やその可能性について述べる。
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第■編　動脈内注入療法と固形薬物担体
　　　　　　　　を組み合わせたDDSの開発

　動脈内注入療法と固形薬物担体を組み合わせたDDSの開発を行う上で，まず重

要となるポイントは①標的組織がどこであるか，②制癌剤として何を選択するか，

③固形薬物担体を何にするか，である。これら3点を決定した後，④癌局所治療に

対する最適なシステムを開発する，という方法をとった。もちろん，④は前3点ヘ

フィードバックする可能性がおおいに考えられる。そこで本研究においては，標的

臓器として，脈管系の特異性から癌の外科的切除が難しいといわれている肝臓を選

んだ。また，薬物としては制癌スペクトルが幅広く肝癌に対しても活性を有するマ

イトマイシンC（MMC）を選択した。　MMCの構造と物理化学的性質を図2に示

す。24）緒言でも述べたように本システムによる薬物の癌組織への標的化は動脈内

投与を利用しかつ固形の薬物担体の物理的修飾，すなわち担体の粒子径の調節によ

る担体の動脈内塞栓を利用することである。それゆえ，薬物担体（塞栓材料）の選

択は担体の粒子径や形状などの物理的修飾のしゃすさを考慮しなければならない。

加えて，用いる材料は生体に対する適合性が高いことも考慮に入れなければならな

い．担体として候補に上げられるマイクロスフ4アやマイクロカプセルなどの材料

25～30）の中で，既に主旨を同じくして取り組まれている材料にはエチルセルロース

マイクロカプセル31），デンプン小球体3　2・33），ポリ乳酸小球体34），フィブリン

クロット35），リボソーム36）があげられる．著者は，アルブミン凝集体やゼラチ

ン，アルブミン及び脂質マイクロスフィアを本システムに利用可能であるかどうか

を予備的に試験し，その結果，アルブミンマイクuスフィアが本システムに最も適

した材料になりうると判断した．また，用いる材料は生体適合性が高い方が望まし

い．アルブミンマイクロスフィアはスキャンニング剤として既に臨床応用されてお

還2麗

還3c

1

＠

＠

1

　　　　　　　分子量；334，13

　　　　　　　溶解度；25℃

，⑪蝿⑪C⑪羅2水　　　　　　　　2．73mM
1

　　　　　　　ミリスチン酸イソプロピル　　0．0193mM

mpew3　ヘキサン　　　0、0234×IO“3　mM

×
：麗鼠

　　　　37　℃

（1／15M）pH　7，4リン酸緩衝液 3，5　mg／ml

図2　　マイトマイシンCの構造式とその物理化学的性質
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り37・38），その生体適合性は高いと思われる。39・40）加えて，マイクロスフィァの

調製法のほとんどが乳化重合法であり，含有させる薬物の外相への逃散性を極力少

なくするためには選択した担体に含有させる薬物の物性も考慮に入れる必要がある．

MMCは水溶性であることから担体への包含性を考慮すると担体は水溶性の高分子

のほうが適当であり，このこともアルブミンマイクロスフィアを選択した一因であ

る。

　本編では，主にMMCを含有したアルブミンマイクロスフィアについてその調製，

物性，抗腫瘍効果などについて以下7章に亘って報告する。

第1章　　化学塞栓材料としてのマイトマイシンC（MMC）含有
　　　　　　アルブミンマイクロスフィアの調製

　DDSとしてのアルブミンマイクロスフィアの当初の利用は，体循環血中を循環

させる間に含有させた薬物を標的部位に到達させることを大きな目標とし，肝臓の

細網内皮系を標的部位とする場合を除きマイクロスフィアの粒子径が毛細血管より

も小さい，すなわち粒子径1畑以下の球体を利用してマイクロスフェアの化学的

または物理的な修飾により薬物の標的化効率を高める試みがなされてきた．41‘v43）

　一方，化学塞栓療法におけるDDSとしてのアルブミンマイクロスフィアの利用

は，生体への安全性から粒子径がより小さくなければいけないというそれまでの定

説を覆し，標的部位をよりマクロにとらえてほぼ完全に血管を塞栓することを目標

とした．化学塞栓療法における塞栓材料の塞栓部位は栄養補給ルートを遮断できる

部位，すなわち血流をストップさせ動脈血が癌組織内にほとんど流入できない場所

に設定しなければならない．つまり，癌組織内に至る血管径20μ田の細動脈から癌

組織周辺または中心に張り巡らされている200μmの動脈ということになる．した

がって，この血管径を目安としてマイクロスフィアを調製できるような調製法を確

立しなければならない．

　本章では，予め設定した粒子径を持つアルブミンマイクロスフィアを収率良く得

ることが可能な調製法の確立を行った．

第1節　　MMC含有アルブミンマイクロスフィアの調製

　アルブミンマイクロスフィアの調製には基本的に乳化重合法を用いた．したがっ

て，マイクロスフィアの粒子径は，連続相の溶媒や粘度，三山強度，乳化剤の種類

や量の条件によって決定される．そこでまず目的とする粒子径を有するマイクロス
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フィアを調製するために，それら可変条件を決定しなければならない。また，薬物

の封入率も同時に考えていかなければならない。

　アルブミンマイクロスフィアの調製法を図3に，その時の条件を表1に示す。図

3に示した方法1は，従来から当教室で用いてきた調製法44）で粒子径を大きくす

るために丁丁遠度を落としている。しかしながら，この調製法はもともとより小さ

な粒子径を持つマイクロスフィア（粒子径≦10μm）の作成のために開発されたも

ので連続相に粘度70ce　ft　ti　poise（cp）の綿実油を用いている。方法2及び3は

し。　fi　gsら45）の方法を修飾した調製法であり，特に方法3は調製操作がより簡便と

なっている。この時，マイクロスフィアの調製に際し添加した交叉結合剤，グルタ

ルアルデヒドはマイクロスフィアの粒子径を決定する一つの要因となるが，マイク

ロスフィアの粒子径を決定する大きな要因は連続相の粘度である。すなわち，粒子

径と粘度とは反比例の関係にある。LORgSら45）の用いた溶媒（イソオクタン，ク

ロIliホルム，トルエン）の粘度は綿実油の粘度よりも小さい（粘度く1cp）ので

粒子径を大きくできるはずである。この場合，これらの溶媒を連続相に用いたとき

に調製される目的とした粒子径範囲内の径を有するマイクロスフィアの収率は撹搾

強度と界面活性剤との組み合わせの選択により決定されるであろう。

　次に問題となるのは薬物の含有率である。予備試験においてグルタルアルデヒド

　　　　　rwethod　l　rwethod　l　l　eqethod　l　l　l
　　rwC　“　Albumin　aq．　soln．1　l　wwC　“　Albumin　aq．　soln．1　I　wwC　“　Albumin　aq．　soln．

5　％　Span　851

cottonseed　oil

ε醗副Sうficat沁廃

（s画工楯gat500叩田
　　　for　10顕輌）

H轟轟t　solldif奮cation

lfo「20蜘
爽e冊｛）V至ng　solvegt

　　　5　％　glutaraldehyde

Cy℃ss麟1i騰k”ir董g　reaction

　　　1　％　Tween　80／

　　　isooctane　：
　　　chleroforiT；（2：1）

EmulsificatioR
（stirring　at　leOO　rpm

　　　for　3而の

Preheating　for　3　min

Re犠oving　solve『聖t

トー・e
Heat　solidification

lfo「20蜘
Removing　solvent

5　％　glutareldehyde

Cros＄一1奮『事kうng　reac宅io締

　　　1　％　Span　20　：　Sp蕊r董80

　　　〈7：3）／n－octane

ε置箕UIS董fricat詣0轟

（stirring　at　1200　rpm

　　　for　3瀟iの

Heat　solidSfication

lfo「20翻
Removing　solvent

Albumin　raicrespheres AIb切蹴℃『薯　鵬icrospher駐s 《1b讐醗1『薯　麟Icv亀osph③r駐s

Fig，　3　Preparatien　Methods　of　MMC　Loaded－Albumin　Micrcspheres
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Table　1　Cendltiofi　fer　Preparatleft　of　MMC－Leaded　AlbumiR　Microspheres

　　　　　MMC

Method　（ng）

AIbumiR

（mg）

euter　phase Surfactant　596　Glutar－

　　　　　　aldehyde　（ml）

亙

巫

皿

3e

30

03

270

270

27e

C◎t匙◎薮seed

　eil

ehloroform／

iseoctane　and

轟一◎ctane

R－nyectaRe

Span　85

Tweefi　8e e，　6

Span　8e　and　2e　O，6

に加えて，Levyら46）が利用した交叉結合剤の効果を比較したが，彼らの用いた交

叉結合剤の反応性は非常に弱く。マイクロスフィアの固化状態（1時間以内に緩衝

畠中で溶解），粒子の収率（＜50％）及び薬物含有率（約3％）のどの点におい

てもグルタルアルデヒドの方が高かった。しかしながら，このグルタルアルデヒド

による交叉反応の場合，乳化過程で固化が起こりマイクロスフィアとなるため，マ

イクロスフィア中への水の保持率が限定され，水とマイクロスフィアとの間で相分

離が起こった。したがって，MMCとアルブミン水溶液を混合する初期の段階にお

いてMMCはなるべくアルブミン水溶液中で微細に懸濁した状態になっているほう

が分離した水相へのMMCの流出を防ぐことができ，それゆえ，この混合過程は氷

冷下で行った。また，さらに薬物の封入率を高めるためにはMMCの連続相への逃

散を極力避け（より極性の低い溶媒を用いる），かつマイクロスフィアの壁構造を

強固にするための熱固化過程（100℃以上）を容易にできる溶媒が必要である。こ

れらの条件を満たすことが可能な溶媒として著者は連続相にn一盛クタン（b，P，

125，6℃，粘度く1cp）を選んだ。方法1，2及び3は，マイクロスフィアの平

均粒子径を50　，u　mに設定し，上述の個々の方法の条件の中で最も収率良くマイクロ

スフィアを回収できた調製法である．

第2節 マイクロスフィアの形状，粒度分布及び薬物含有率

　図4に方法2及び3で調製したアルブミンマイクロスフイアの走査型，光学及び

実体顕微鏡写真を示す．写真からわかるように方法3のマイクロスフィアはほぼ完

全な球形をしており表面も滑らかであった。ここでは示していないが，方法1で調

製したマイクロスフィアも同様であった．しかしながら，方法2のマイクロスフィ

アは表面が凹凸であり，しかも細孔が無数に見られる．この凹凸は交叉結合過程で
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Fig，　4　Microphotographs　of　Albumin　Microspheres

　　　　A；　　i ight　 田icrograp』　　（Method　 皿｝，　　　E；　 stereoscopic　 mlcrograph

　　　　（Method皿），　C；sc旦nni皿g　electron　micregraph（Method皿），

　　　　D；　6canning　eleeしron　micrograph　 （Method　皿）　　　bar＝30μm

用いた溶媒（イソオクタン／クロロホルム）と界面活性剤（Tween　80）の組み合わ

せの時，マイクロスフィアどうしの凝集により形成されたと思われる．また，細孔

の発生要因はわからなかった．

　図5に方法1及び3で調製したアルブミンマイクロスフィアの粒度分布を，また

表2に方法1～3で調製したマイクロスフィアの平均粒子径と薬物含有率を示す．

方法1により調製したマイクロスフィアの粒度分布はブロードで，目的とする粒子

径範囲（40～50±leμm’ jの径を有するマイクロスフィアは全体の40％以下で，そ

の平均粒子径は34，5μ皿であった．本編：第1節で述べたように連続相に用いる溶媒

の粘度が高いものほどマイクロスフィアの粒子径は小さくなる．連続相に綿実油，

界面活性剤t：SpaR　85を用い撹枠強度を2500！pmとし，さらに超音波破砕機で処理

すると粒子径1Pt・m前後のマイクロスフィアが収率良くできる．47｝したがって，

マイクロスフィアの収率を考えると，方法1は塞栓材料用のマイクロスフィアの調

製には適していないことになる．一方，方法3で調製したマイクロスフィアの粒度

分布はシャープで，全体の90％以上のマイクロスフィアが目的範囲内の粒子径であ

った．その平均粒子径は42，4μmであった．またt方法2で調製したマイクロスフ

ィァの粒度分布も比較的シャープで，TO％以上の収率で平均粒子径は4T．5μ皿であ

った。これらの結果は，これらの調製条件，特に連続相として用いた溶媒の粘度が

10　Pt　mオーダーのマイクロスフィアを調製する条件に適していたものと思われる．
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Fig，　5　Diameter　Distribution　of　AlbumiR　Microspheres

　　　　　A：MethodI，　B：Method皿：

！一gt一1｝m！一gb　l　e　LZ一一M－t　a　n　D　l”t　m　e　t　e　r　a　wd　D　rL一！LgACt．．gma！1－Le－lu．t　t　umwwlwu！tlmaty！M！2一：tM　M　C　in　1t－gt”｛L｛lsa　d　e一｛1Ut±b一！！gLLgwwMl－g！一g－sg！Let－e一1｝1　b　u　m　i　R　M　i　c　r　o　s　p　h　e　r　e　s

Method E f
f

血

Mean　diameter

　（　ict　m　）
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　（SO）6）

34，　5

1　”v　2

47，　5

2－3

42．　3

4－5

　MMC含有アルブミンマイクロスフィア中の薬物封入率で最も高かったのは方法

3で調製したマイクロスフィアで約5％であった。調製時における薬物仕込み量は

全体の10％でありかなりのMMCが損失したことになる。この原因の一つはマイク

ロスフィアのエーテル洗浄中の漏出である。この洗浄操作の間にどの方法で調製し

たマイクロスフィアも仕込み量の30％が漏出した。他の損失が生じる可能性をもつ

過程については今回は確認していないが，共通の過程としては熱固化時における薬

物の分解がある．また，共通しない損失過程は，方法1の場合，交叉結合過程がな

いことから撹搾溶媒への漏出が，また方法2と3で調製したマイクロスフィアのM

MC封入率の違いは方法2で最初撹搾溶媒に用いたイソオクタン／クロロホルム系

の極性がn一オクタンよりも高いことより，これらの溶媒系への薬物の漏出性の差

によると思われた。また，この2つの方法には交叉結合剤が加えられており，薬物

封入性の改善を果たしているものの，アミノ基を持つ薬物とも反応するためこの点

もこの2っの方法で調製したマイクロスフィア中の薬物封入率を低下させる要因に

なっているかもしれない。以上の結果はアルブミンマイクmスフィア中への薬物の

封入性の点で方法3が最も良いことを示している．
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第3節　　界面活性剤による目的粒子径の取得

　化学塞栓療法における塞栓材料の塞栓部位は，固形癌の血管系に合わせて選択す

ることが望ましい。現在利用されている化学塞栓材料の粒子径は20～2◎O」ee・fUであ

り48・11），塞栓材料としては500μ騰前後のものが用いられている。49）それゆえ，

種々平均粒子径を有するアルブミンマイクewスフィアを調製できるほうが都合がよ

い。今回用いたマイクロスフィアの調製条件の中で，撹搾溶媒を変えることはこれ

以上低粘度の溶媒が見当たらないことから不可能である．そこで，平均粒子径を変

えることが可能な手段として撹搾強度や界面活性剤を変えることが考えられるが，

著者は連続相に添加する非イオン性界面活性剤の9ydrophilic－Lip◎phillc　Balance

（HLB）値を変化させることによってマイクewスフィアの平均粒子径を変えるこ

とを試みた。

　図6に界面活性剤以外の調製条件を方法3と同様とし，界面活牲剤の混合比を変

えてHLB値を変化させたときの平均粒子径の変化を示す．マイクロスフィアの平

均粒子径は加えた界面活性剤のHLB値が増加するほど小さくなった．平均粒子径

が最も大きかったのは加えた界面活性剤がSpa　fi　85単独の時で，その平均粒子径は

76，5輝であった．また，Spait　80単独でその添加濃度を1％からe．1％まで落と

すと平均粒子径150μmまでのマイクuスフィアを調製することが可能であった。

　本章では，3つの方法を用いてアルブミンマイクロスフィアを調製した。このう

Fig，　6
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ちマイクmスフィアの構造，収率及び薬物の封入率を考えた場合，方法3が最も

良いと思われた。この方法を他の薬物（5一フルオロウラシル，ニムスチン，cis－

diammiRedichloro　Platinum　（盃），塩酸ドキソルビシン）に応用したところ蛋白

結合性の非常に強い塩酸ドキソルビシン以外はほぼ同様な物性を持つマイクロスフ

ィアを調製できた。加えて，界面活性剤の種類や量によってもマイクロスフィアの

平均粒子径を調節できることからも，方法3は非常に広範囲の薬物に利用できるも

のと思われた．

第2章 アルブミンマイクロスフィアの分解性及び生体適合性

　固形癌は自母の持つ腫瘍壊死因子（Tu　ra　cr　Necrosis　Factor，　TNF）50）や化学療

法剤の治療効果によりうイソゾーム51）を始めとする消化酵素により融解壊死の状

態になった後，その部分が貧食され消失していくことが予想されるeしたがって，

アルブミンマイクwスフ4アも生体由来の酵素により消化・分解されたほうが都合

がよい、加えて，もしマイクロスフ4アの分解過程がmxo卜Cr鷹11型52）に従う

ならば，マイクロスフィアの分解過程は抗腫瘍効果に，より重要となる。

　一方，アルブミンマイクロスフィアは，スキャンニング剤として既に臨床応用さ

れており37・38），その生体適合性は高いものと思われる．3　9・40）しかし，本編で使

用したマイクロスフィアの調製時に生体との反応性が比較的高い交叉結合剤，グル

タルアルデヒドを使用していることもあり，安全性の確認がぜひ必要である．

　そこで，本章ではスキャンニング剤として利用されているアルブミンマイクロス

フィァとほぼ同様の調製方法1による薬物を含有しないマイクロスフィアをコント

ロールとして方法2及び3で調製したマイクrrスフィアの分解性並びに生体適合性

を比較・検討した。

第1節　　アルブミンマイクロスフィアの分解性

　表3に方法1，2及び3で調製したアルブミンマイクロスフィアを各種蛋白質分

解酵素を用いて4日間処理したときの残存重量を示す。コラーゲンやゼラチンに特

異的なコラゲナーゼ処理では，どの方法で調製したマイクロスフィアもほとんど消

化分解されなかった。パパイン処理では交叉結合剤を使用していない方法1で調製

したマイクロスフィアが約5眺消化分解されたのに対し，方法2及び3で調製され

たマイクロスフィアはほとんど消化分解されなかった。これはパパインによるロイ

シンやグリシンを含むペプチド結合の加水分解が交叉結合剤により阻害されたため

il



Ttble　2 Biodegndabilitr　of　Albumin　Microspheres　vith　Several

Proteolytic　Enzymes
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と思われた．一方，トリプシンやプロテアーゼ処理ではどの場合もマイクロスフィ

ァは消化分解されている．この2つの酵素はパパインと同様にペプチド結合を加水

分解するが，トリプシンはアルギニン残基やリジン残基のカルボキシル基側のペプ

チド結合を，またプロテアーゼはトリプシンに加えカテプシンやキモトリプシン等

の混合酵素でこれらはフェニルアラニンやチロシン等の芳香族アミノ酸のカルボキ

シル基側を加水分解することから，今回使用した交叉結合剤はこれらのペプチド結

合の加水分解に対する阻害効果が小さかったものと思われる．

　図7に方法3で調製したマイクロスフィアのプロテアーゼ存在下における消化分

解過程の実体顕微鏡写真を示す．図から明らかなように，マイクロスフィアの消化

分解過程は球形構造を保ちつつ表面から溶解していくのではなく，マイクロスフィ

ァ表面が凹凸状態になるように消化分解され（処理2日後），消化分解が進行する

Fig，　T　Stereoseopic　Micrographs　of　Albumin　MierospheTes　after

　　　　　Treatment　with　Protease　A：immediatelv　ifter　treatment

　　　　　　　B：2　days　after　treatment，　C：4　days　after　trestment
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に連れて球形構造が崩れて小さくなった（処理4日後）．

　以上の結果から，生体内においてもマイクロスフィアは消化分解を受ける可能性

が示唆された、Sugibayashiら44）は，これら蛋白質分解酵素と生体のライソゾー

ム分画とのアルブミンマイクロスフィアの消化分解性を試験し，ライソゾーム分画

中ではマイクロスフィアの消化分解速度が遅いことを報告している。上述の結果が

生体内においてそのまま起こるとはいえないが，融解壊死状態に陥った癌組織にお

いては，分解酵素活性が非常に高くなっていることが予想されるのでマイクロスフ

ィアはかなり速い速度で分解されるかもしれない。

第2節　　アルブミンマイクロスフィアの生体内適合性

　図8に方法1及び2で調製したマイクロスフィアをラット大腿部の筋肉内に注射

後7日目の組織像と方法3で調製したマイクロスフィアを同様に注射後3，7及び

3⑪日目の組織像を示す．なお方法1のマイクロスフィアは粒子径が1μm前後のも

のを使用した。方法1及び2のマイクmスフィア注射7日後のどちらの組織像にも

マイクロスフィア周辺に好中球などの組織球の浸潤が見られ弱い急性の炎症反応が

認められたが，既に治癒過程に入っていた．方法3のマイクロスフィアにおいては，

3日目，マイクロスフィア周辺に組織球の浸潤が見られ弱い急性の炎症反応が認め

られた。この観察は方法1及び2のマイクロスフィアの時も同様であった。7日目，

同様に組織球が認められるものの治癒過程に入っていた。3⑪日目，炎症反応の時に

見られた組織球は認められずマイクロスフィア周辺の筋肉組織はほぼ正常状態にな

っていた。この観察は方法2のマイクロスフィアでも同様であった。急性の炎症反

応は物理的な破砕によっても生じる。しかし，7日目の各組織像は治癒過程に入っ

ているものの未だ組織球が認められ，また30日後の組織像から多核細胞がマイクロ

スフィアを取り巻いていることから異物反応も起こっている可能性も考えられた。

　以上の結果から，方法1で調製したマイクロスフィアと方法2及び3で調製した

マイクロスフィアの病理学的な評価に差異は無く，方法2及び3で使用した程度の

交叉結合剤を用いてもマイクロスフィアの生体内適合性は高いものと思われる。

　また，30日後の結果から，多核細胞中に取り込まれたマイクロスフィアの表面

に凹凸が見られることから，マイクロスフィアの消化分解がinvivo　（筋肉内）に

おいてもゆっくり起こるだろうことが確認された．

　本章で試験した結果は3っの方法で調製したアルブミンマイクロスフィアに著し

い差が認められないことを示しており，著者はこれらのマイクロスフィアが塞栓物

質として生体に適用可能であると判断した。
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Fig．　8　Microphotographs　of　the　Rat　Muscle　after　Injection　of

　　　　　Albumin　Micrespheres　bar＝iOe＃m
　A　；　lton－treatment　，

　B　；　T　davs　after　injection　of　albumin　microspheres　（　Method　1）　，

　C；Tdars　after　injection　of　aibumin　microspheres（Method皿〕，

　D；3days　after　injection　oi　albumin　mierospheres（Method皿），

　E；7days　Efter　injection　of　albuminmierospheres（Meth．od皿），

　F；30da76　after　inlection　of　albumin　micros帥eres（Method皿）

第3章 アルブミンマイクロスフィアからのMMCの放出性

　天然高分子であるアルブミンやゼラチン1合成高分子であるエチルセルロースや

シリコーンは，標的化のための薬物担体としてばかりでなく最近は薬物徐放性材料

として，経口用のカプセル剤あるいは植え込み剤として利用されっっある53－56）．

これらの製剤は服用回数の減少や患者のコンプライアンスの点から，特に薬効の持

一　14　一



続化を目的としているものが多い。

　一方，元来薬物担体の利用は薬物の“標的化”にあった．標的化によって薬物の

バイオアベイラビリティーはかなり改善されることが予想されるが，制癌剤の場合，

その薬理作用に合わせてas放出制御”ができれば，さらに標的部位の薬物のバイオ

ァベイラビリティーは改善されるであろう。

　そこで本章では，第1章で用いた3つの調製方法で作成したアルブミンマイクロ

スフィアが本編で選択した制癌剤，マイトマイシンC（MMC）の薬理作用に適し

た薬物放出を望めるかどうかについて検討した．また，その放出性を予測，見積る

ことのできる方法の確立を行なった。

第1節　　アルブミンマイクロスフィアからのMMCの放出

　MMCはDNA合成阻害作用を持つ濃度依存型の制癌剤である。それゆえ，　MM

Cが投与されたとき癌組織内MMC濃度が高いほど薬効が高くなる。またその時点

で生き残った癌細胞が存在することを考慮するとその後も癌組織内にMMCがある

程度残存するか補給されるほうが望ましい。したがって，本システムにおいて，動

脈内に投与されたMMC含有アルブミンマイクロスフィアが癌組織内または支配動

脈内に標的化できたと仮定すると，マイクロスフィアからのMMCの放出は，初期

に比較的多くのMMCがマイクロスフィアから放出され，その後持続的に放出され

る方がMMCの癌組織内の利用率が高まると予想される。

　この薬物利用率を調製法の段階で考えてみると，マイクロスフィア調製時の薬物

仕込み量に対する薬物含有率も問題となる。薬物含有率は第1章第1節に示した方

法3が最も高く，癌組織に標的化されたマイクロスフィア単位重量あたりのMMC

量は最も多くなる。したがって，他の方法で調製したMMC含有マイクロスフィァ

よりも高濃度で癌組織内に薬物を送り込みやすくなり治療効率の向上が期待される。

　図9に方法1，2及び3で調製したアルブミンマイクロスフィアからのMMCの

放出曲線を示す。アルブミンマイクPスフィアからのMMCのpH　7，4リン酸緩衝液

への放出は，方法1，2，3の順に速かったが，どの場合もほとんどが1時間以内

に含有量の90，70，5⑪％以上のMMCが放出された後，方法1ではほとんど放出さ

れず，方法2及び3でも非常にゆっくりとしかMMCが放出されなかった。

　前章でも述べたように生体内ではマイクロスフィアは酵素により分解を受ける可

能性がある．そこでプロテアーゼ存在下における放出性を試験した。その結果，方

法2及び3で調製したマイクロスフィアからは，速度に差はあるもののマイクロス

フィアの消化分解に伴ってMMCが徐々に放出され，方法2で約4時間，方法3で
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約4日間放出が続いた。これは，マイクロスフィア中に含有されたMMCのうち，

ある量の薬物はアルブミンの溶解により薬物が溶出することを示している。

　これらの結果は，方法2及び3で調製したマイクロスフィアを動注した時，投与

直後の癌組織内MMC濃度が一時的に高まった後，マイクロスフィアの分解に伴い

徐々に放出された薬物により，癌組織内に，ある濃度のMMCが残存するだろうこ

とを示している。加えて，方法3で調製したマイクロスフィアの効果は方法2で調

製したものよりも長期に亘って得られる可能性が高い。また，Fujimot。ら57）は方

法1とほぼ同様な調製方法を用いて調製したMMC含有マイクロスフィアを肝動脈

内に投与したときの肝臓内MMC濃度及び肝静脈への流出動態を測定した結果，4

時間前後，測定限界以上の高い肝組織内MMC濃度が得られることを報告しており，

invitroの放出結果はhviv。においてはより持続した結果となるものと思われた。

　以上，第1，2章及び第3章第1節までの結果及び考察から，方法1～3で調製

したアルブミンマイクロスフィアのうち方法3で調製したMMC含有マイクロスフ

ィアが本編の治療システムに用いる化学塞栓物質として有用性が高いと考えられた

ので，第4章及び第5章においては方法3で調製したマイクmスフィアを使用する

こととした．

第2節　　アルブミンマイクロスフィアからの初期薬物放出の見積り法

MMCの初期の速い放出（burst　effect）は，　Widderら58）が本格的にマイクロ

16



スフィアを薬物担体として利用しようと試みて以来，ほとんどの薬物，特に水溶性

の薬物において見られる。TomlinSORら59）は，水溶性の薬物については含有薬物

量の90％前後が初期に放出され，残りの薬物が徐々に放出されると結論づけている。

また，比較的初期放出の遅い薬物に関してはコンパートメントモデルや拡散モデル

を用いて解析が行われている60～63）が，一般にその初期の速い放出は放出試験開始

後ほとんど1時間以内に起こるためその理論的な特徴づけは難しい。また，これら

の薬物放出試験はマイクロスフィア群としてのものであり，個々の球体からの薬物

放出性を試験したものではない。個々のマイクロスフィアからの薬物放出特性が同

じであると仮定すると薬物放出は個々のマイクロスフィアの形態学的（ディメンシ

ョン）な特性に依存することとなる．それは，前章で示したようなシャープな粒度

分布のマイクロスフィア群よりもブm一ドな粒度分布のマイクロスフィア群でより

顕著になると予想される．

　アルブミンマイクロスフィアを用いて動物レベルでの効果を試験した結果に基づ

きMMCの放出性を改善するためには，まず，理論的な背景から今回使用したマイ

クロスフィアからの速い放出性の特徴づけを行い，薬物放出性を予測し見積もる必

要がある。また，その上で薬物放出を制御する方法を組み立てていくほうがより簡

単に最適と思われるMMCの放出性を得ることができる。薬物放出を見積もる上で

薬物放出の特徴づけが不可欠であるが，個々のマイクロスフィアからのMMCの放

出特性を明らかにすることはその定量感度から不可能と考えられる．

　したがって，アルブミンマイクロスフィアからの薬物放出特性を明らかにするた

めには他の方法を用いて特徴づけることが必要となってくる．ここで，もしマイク

ロスフィアからの薬物放出特性が個々で変化せず，また個々の球体からの薬物放出

を定量化できる大きさの球体まで放出特性が変わらないと仮定すると，大きなアル

ブミン球体からのMMCの放出特性からマイクロスフィアからのMMCの放出特性

を判定でき，またその結果をもとにマイクロスフィア群の薬物放出を見積ることが

可能となる．

　そこで，本節では個々の大きなアルブミンの球体（mm　order，macrospheres，マク

ロスフィア）からマイクロスフィアへの外挿により，MMCの初期放出特性を特徴

づけ，マイクロスフィア群がらのMMCの放出を見積る方法の確立を行った．

（1）理論

　n個のアルブミンマイクロスフィア群の中のi番目のマイクロスフィアからの累

積薬物放出量，qi，は式（1）のように，ある関数，　f，として表わされる．
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qi　＝f　（a，　B，　7，　ee　e　pt） （1）

　ここでiはあるマイクロスフィアの母集団を最も小さい球体から大きい球体に並

べたときの順番である。α，β及びγは従属パラメータである。もし，関数，f，

が線形速度式，拡散式あるいは簡単な多項式で表わされるとすると，従属パラメー

タ，α，β及びγ，は速度定数や拡散定数などになる。それゆえ，n個のマイクロ

スフィア群がらの全累積薬物放出量，Q，は（2）式のようになる。

Q　＝2　qi
　　i隣i

（　2．　）

　先述したように，一般にマイクロスフィア1個からの薬物放出を定量することは

難しいので，マイクnスフィアの大きさにかかわらずその放出特性が変わらないと

仮定するとマクロスフィアから得られた放出特性に係わるパラメータを用い，それ

を重量，体積，面積，粒子径のパラメータ（ディメンションパラメータ）や物性

（密度，薬物含有率）パラメータと関連づけることができればマクロスフィアから

マイクロスフィアへの外挿が可能となる。また，このときマクロスフィアを用いて

マイクロスフィアからの薬物放出特性も特徴づけることができるかもしれない。し

たがって，マイクロスフィア群の全累積薬物放出量はマイクロスフィアのディメン

ションパラメータや物性パラメータを支配する分布関数を用いることによって最終

的に見積ることが可能となる。

（2）MMCを含有したアルブミンマクロスフィアとマイクロスフィアの調製

　本節の目的は，マイクロスフィアからの初期薬物放出の特性を評価し，またその

放出の見積り法を確立することである。そこで初期放出によりMMCがほとんどす

べて放出されるように，マクロスフィアとマイクnスフィアの調製にはグルタルア

ルデヒドによる化学的変性法を使用した。この方法により調製した球体からのMM

Cの放出は球体が溶解しなくてもほぼ完全にすべてのMMCが放出される．その調

製法の概略を図10に，マクロスフィアとマイクロスフィアを各々調製するための可

変条件を表4に示す。この調製法を方法4とし，可変条件によりType　A～TypeDと

した。この調製法ではマクロスフィアを調製するために，界面活性剤をごくわずか

添加するか（TypeA），無添加（TypeB）で，撹搾スピードを極端に落として調製

した．また，マイクロスフィアの調製は，その粒子径をランダムにするため撹搾速

度を変え，TypeAと同じ濃度の界面活性剤を添加（TypeC）するか，第1章の調製
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Method　IV

MMC　＋　Albumin　aq，　soln，　（e　℃）

5　9　glutaraldehyde

R一一ectane

SolidificatioR　fer　3e　min　at　O℃

Albumin　micrespheres　or　macrospheres

Fig，　10’ Preparatiofi　Method　of　AlbumiR　Macrospheres　aRd

Microspheres　by　Chemical　Denaturation　Method　（　Method　W）

Table　4 Condltio轟　for　the　Conce難tratlo践　◎f　Spa簸　8⑪　and　Stirr1簸霧

Speed　at　PreparatieR　of　Types　A，　B，　C　and　D　（　Methcd　］IV）

Cencefttratien　ef　Spaft　80 Stirring　speed

Type

A
B

C

D

（v／v　rdo　）

O，　2

0，　2

1，　e

（rpm　）

150

15e

400

7ee

法，方法3と同様の濃度の界面活性剤を添加（TypeD）して調製した。この方法で

調製したマクロスフィアとマイクロスフィアの顕微鏡写真を図11に示す。

（3）アルブミンマイクロスフィア群がらのMMCの放出の見積り

　図12に典型的な個々のマクロスフィアからのMMCの放出曲線を示す。また，試

験したマクロスフィアのディメンションパラメータと物性を表5に示す。マクロス

フィアからのMMCの放出は粒子径の増加に伴ない遅くなった。したがって，球体

の大きさと薬物放出速度とに何等かの関係が得られる可能性がある．

　そこでまず，これらの放出性に関して1次速度式及び球形マトリックスからの薬
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e；　No，10，　A；　No，16，　N；　No．20　（See　Table　5　）

物拡散式であるBakerとLonsdaleの式64）＊に当てはめ，それらの相関性を比較し

た．表6にMMCの放出に関するこれら2式の相関性を示した．どちらの場合もそ

の相関性は高く，したがってマクロスフィアからのMMCの放出は，拡散理論に基

づいて特徴づけることが可能である．その相関係数，γ，は1次速度式（0，930≦

一　20　一



Table　5 Dimeftsional　aRd　Physieal　Parameters　of　lndividual　MMC－

Loaded　AlbumiR　Macrespheres

Ne，　Weight
Type　A　（mg）

Dla撫eter

（mm）

Surface　area

　（Mm　2　）

Vol“搬e　　　　De簸sity

（m盈3）　　（㎎／m磁3）

　
　
　
　
　
　
　
　
　
む

O．　57

0．　89

0．　9，6

L　24

1，　5e

1，　58

2，　81

3，　54

5，　89

6，　33

e．　916

1．　e42

1，　e83

1，　186

1，　226

L　303

L　623

1．　713

1，　905

2，　216

2，　635

3，　409

3，　683

4，　417

4，　72e

5，　331

8，　266

9，　214

1L　40

14，　19

O，　402

0．　592

0，　665

e，　873

e，　964

1，　158

2，　235

2，　631

3，　622

s，　e30

L　42

L　50

1，　44

1，　42

1，　56

1，　36

L　26

1．　35

1．　6e

1，　26

Type　B

e，　678

0，　se2

e，　998

1，　104

L　177

1，　341

L　656

1，　727

1，　717

2，　004

2，　e53

2，　357

L　440

2，　e21

3，　120

3，　83e

4，　352

5，　65e

8．　62e

9，　37e

9，　26e

12，　62

13，　24

17，　45

e．　163

0，　270

0，　520

e．　7es

e，　sse

l．　260

2，　378

2，　699

2，　65e

4，　214

4，　53e

6，　852

γ≦0．9998）のほうが拡散式（0．910≦γ≦O，998）よりも良く，また1次速度

式のほうがより簡便であることから，以後の薬物放出の見積りには1次速度式を用

いることとした．

　したがって，式（1）は次のように表わすことができる。

qi　＝M．i　［1一　exp　（一k1　t）］ （3）
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Table　6 　Correlation　Coefficients　（’r）　betweeft　Leg　AmouRt　ef　MMC　Released

and　Time　（First　Order　Kinetics）　or　Y　and　Time　（Diffusien　Kinetics）

Type　A

First　order

ki難etics

　　　（7）

Diffusion

KIRetlcs

　　　（7） Type　B

First　order

klnetics

　　　（7）

Diffusion

Ki轟etics

　　　（7）

　
　
　
　
　
　
　
　
　
む

銑醤 O．　925

e，　993

0，　9996

e，　997

0．　9998

e，　997

e．　991

0，　991

0，　995

e，　998

＊　（see　eq，　（c））

O．　917

e，　983

0，　992

e，　995

e，　995

0，　997

e，　984

0，　gge

e，　988

e，　997

No，　11

　　　12

　　　13

　　　14

　　　15

　　　16

　　　17

　　　18

　　　19

　　　20

　　　21

　　　22

O，　965

e，　977

0，　995

0，　999

e，　996

0，　996

e，　999

0，　996

e，　999

e，　998

0，　993

0，　ggs

e，　944

0，　983

e，　999

e，　943

Q．　995

e，　991

e．　993

0，　995

0，　996

0，　996

e，　995

e，　997

Table　7 IndepeftdeRce　Kinetic

Albumin　Macrespheres

Parameters　in　IRdividual　MMC－Loaded

Type　A

　　　Moi

（pg／sphere）

k，

（hrり Type　B

　　　Moi

（”g／sphere）

k，

（h一り

Ne，　1

　　　2

　　　3

　　　4

　　　5

　　　6

　　　7

　　　8

　　　9

　　　1e

3e，　8

42，　8

47，　e

6C，　7

82，　e

ge，　7

15Z　0

170，　7

296．　1

316，　O

1，　21
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＊二球形マトリックス中に薬物が飽和濃度以上に均一に分散し，その薬物が

マトリックス中を拡散してシンク溶液中に放出すると仮定したとき，Bakerと

LonsdaleはT，Higuchiの式65）に基づき，以下の式を導いた。

dQt／Qo　／dt＝3Cs　D／re2　Co　×
　［（1－dQt　／Qo）　i／3　／1一　（1　一””’　dQt　／Qe）　i／3　］　一一一　（a）

この速度式を積分して濃度式にすると

3／2　［lm　（1－Qt　／Qe）　2／3］　一Qt　／Qo　：

　　　　　　　　　　　　　　　　3DCs　／ro2　Co　xt （b）

　ここで，Qtは時間tにおいてスフィアから放出された薬物量，　Q。はスフ4

ア中の全高物量，Dはスフィア中の拡散係数，　Csはスフィア中の溶解度，　w。

はスフィアの初期の半径，C。はスフィア単位体積当りの薬物量である．

　濃度式の左辺をY，右辺の第1項をαとおくと，濃度式は

Y　：　eset 一一一@（c）

となる。縦軸にY，横軸に時間tをとった時に傾きαの直線になれば，マイクロ

スフィアからのMMCの放出性を拡散理論により特徴づけることが可能となる。

　ここで，M。iはi番目のマクロスフィアの薬物含有量，　kiはi番目のマクxxス

フィアの1次放出速度定数であるeゆえに，n個のマクロスフィア群がらの全累積

薬物放出量，Q，は式（2）及び（3）から式（4）のようになる。

　　れ　　　　　　　　　　　カ

Q瓢Σq三識ΣM。i［1一
　　　　　歪職1　五闘蒐

xp（一kビt）］ （4）

　次に，式（3）中の個々のマクロスフィアの従属パラメータ（M。i，　ki）は，

図12の結果から個々の球体の大きさに依存する可能性が予想されたので，それらの

関係を比較した。表7にTypeA及びType　Bのマクロスフィアの従属パラメータを示

した．表5に示したマクロスフィアのディメンションパラメータと表7に示したパ

ラメータの相関性を求めたところ，図13に示したように個々のマクロスフィアの重

量とM。、及びkiと表面積の逆数の相関性が最も高かった（共にγ≧0．998）．eし
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たがって，これらの関係は次式のように表わすことができる．

界面活性剤が存在する場合（Type　A），

Moi　：　5，　06　x　10－2Wi

k，　＝　3，　15／S，

）
）

ご
0
ρ
◎

（
（

界面活性剤が存在しない場合（Type　B），

Moi＝：　3，　86　x　1e－2Wi

k，　＝　4，　30／S，

（5　’）

（6　’）

　式（5）及び（5’）はそれぞれ球体中の薬物含有量は球体重量に比例する，す

なわち球体単位重量当たりに含まれる薬物量が一定であることを示す．また，式

（6）及び（6’）はそれぞれの速度定数が表面積に反比例する，すなわち単位表

面積当たりの速度定数は一定であるものの個々の球体単位体積当たりの表面積が異

なるためそれぞれの速度定数が異なることを示している．
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　したがって，これらマクロスフィアから求めた関係式からTypeA及びType　Bの各

場合において，個々の小さな球体の従属パラメータを算出することが可能なことを

示している。しかし，Types　A及びB，すなわちマクロスフィア調製時に界面活性

剤を添加するかしないかによって式（5）と（5’）及び式（6）と（6）’の傾

きは異なった。この要因を考察することは非常に難しいが，加えた界面活性剤が撹

搾溶媒への薬物の漏出を防ぎ，また球体中の薬物の拡散速度またはsl曲溶液への分

配速度を変化させているのかもしれない。それゆえ，マイクロスフィアの調製，特

に粒子径200μm以下のものを調製するときには，界面活性剤の添加が不可欠であ

ると考えられる。このことからTypeAのマクロスフィアから得られた関係式（5）

及び（6）を用いて累積MMC放出量を見積ることとした。したがって，式（4）

は，式（5）及び（6）を代入して次式のようになる。

れ　　　　　　　　　　　ほ

Σq盤＝Σ5，06x10m2W，［1－exp（一3，15／S三・t）］
1駆1　　　　　i聯1

（7）

　この式から，あるマイクロスフィア群がらのMMCの放出を見積ることができるe

W，とSiは球体のディメンシyンパラメータであるので，n個の球体のW，と

S、の分布は球体の粒度分布として扱うことができる。そこで，Type　CとType　Dの

マイクロスフィアを無作為に1⑪⑪湯取り出し，その粒度分布から分布関数を求めた．

一般的に粒子の粒度分布は，分布の上下を無視して正規分布または1◎9正規分布と

して取り扱うことが多い。この時分布関数は単純な直線式とすることができるeし

かし，本実験において，小さい粒子は全粒子からの薬物の放出速度定数に大きく影

響を与える。また同時に，大きな粒子は薬物含有絶対量に影響する。このような場

合，通常分布関数としてRosln－Rammlerの式66）を適用できる場合が多いが，今回

調製したマイクロスフィアはこの式に当てはまらなかった。それゆえ，分布関数を

次式の多項式として表わすこととした．

Wi　＝aw　ei3　十bw　ei2　十cw　ei十dw （8）

logSi　＝：　as　ei3　十bs　ei2　十cs　ei十ds （8　’）

　ここで，aw，bw，cw，dw，as，bs，cs及びdsは用いたマイクロ
スフィアに依存した係数である。図14に，分布関数を求めるためTypes　C及びDの

マイクロスフィア100個のW、とlog　Siの分布を小さい順に並べて示した。この

分布は3回の試験でほぼ同様であった。コンピュータープログラム，MULTIを用い
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て非線形最小二乗法による当てはめから，これらの曲線の式（8）及び（8’）の

係数を求めた。したがって，式（8）及び（8つは次式のようになった．

Type　Cのマイクロスフィアの場合，

　Wi　＝：7，　47ele－7e　i3　一3，　85こ口e－5　de　i2

　　　　＋　9，　19e　le－4　e　i　一一　1．　Dl　e　le－2

1egSi　＝　一一　2，　28ele－6e　i3　十4，　6ee10’4e　i2

　　　　一　4，　28e　10－2e　i　＋L　546

Type　Dのマイクロスフィアの場合，

Wi　一一　2，　34e10－7e　i3　一1，　e2ele－5e　i2

　　　＋　1，　76　e　le－4　e　i　一　3．　38　e　10－5

（9）

（1　O）

（9　’）
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logS1　：一一一　3．　87eleww6e　i3　十7，　51e10－4e　i2

　　　　一　6，　12　e　le－2　e　i　十　2，　322 （1　O　’）

　これらの結果から，式（9）及び（10）または式（9’）及び（10’）を式

（7）に代入することでType　C及びType　Dのマイクロスフィア群がらの全累積MM

C放出量を見積ることができる。

　次に，これらの式により求まる薬物放出の計算曲線の妥当性を評価するため，計

算値と実測値を比較した．図15に，Type　C及びTypeDのマイクロスフィア群がらの

累積MMC放出量の実測値と計算曲線を示す。図から明らかなように，実測値と計

算値はどちらの場合も良く一致した。これらの結果から，今回用いた計算法により

アルブミンマイクロスフィアからの薬物放出を見積ることが可能であることが示唆

された。

　マイクロスフィアやマイクロカプセルなどの微粒子からの薬物放出の特徴づけは，

放出量がマイクロオーダーであるため非常に難しい．今回確立した計算法は微粒子

からの薬物放出性がマクロオーダーの粒子であっても変わらないという仮定のもと

に成り立つ。逆にいえば，この方法により薬物放出を見積ることが出来ればマクロ

スフィアを用いて微粒子の薬物放出特性を決定できることになる。アルブミンマク

ロスフィァからのMMCの放出は，1次速度式及び球形マトリックスの拡散式のど

ちらにも比較的良く従った。それゆえ，今まで単に“burst　effect”として取り扱

われてきたアルブミンマイクロスフィアからの初期の速い放出は，マイクロスフィ

ァ群の，特にその中のより小さい個々のマイクロスフィアの放出速度定数あるいは

拡散及び分配係数により支配された個々の放出の集合体として特徴づけることがで

きる。この特徴づけはアルブミンマイクロスフィアばかりでなく，他の微粒子担体
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にも応用できるものと思われる．しかしながら，この方法は，マイクロカプセルか

らの薬物放出を見積るのには適していないと考えられる．それはマイクロカプセル

の場合，薬物放出を支配する被膜の厚さは個々のカプセルで不均一の場合が多く，

大きなカプセルから小さなカプセルへ外挿出来るような個々のカプセルのディメン

ションパラメータと放出速度パラメータとの関係を求めることができないからであ

る。事実，Grossやffoffmanら67・68）は，個々のマイクロカプセルからの薬物放出

が封入した薬物の活量が一定である時間範囲内において，その放出が0次であるも

のの放出速度は粒子の大きさに依存せずカプセル膜の厚さに依存することを示し，

マイクロカプセルからの“burst　effect”はマイクuカプセル群のより被膜の薄い

カプセルに依存して決定されると特徴づけている。

　この薬物放出の見積り法は種々の微粒子マトリックスへの応用が期待されるばか

りでなく，またアルブミンマイクロスフィアからの薬物放出の特徴づけを物理化学

的に研究しているlshizakaら69）やYaac◎biら70）の実験にも役立たせることがで

きるであろう。

　本節で得た結果から，第1節で示した3つの方法で調製したMMC含有アルブミ

ンマイクmスフィアからの初期のMMC放出も同様な機構に基づいているだろうこ

とが予想される．この方法に基づき計算される方法3のマイクロスフィアからの初

期のMMC放出は分単位で起こる。含有させたMMCにとってこの速い放出が抗腫

瘍効果にどのように影響するかは現段階では判定できないが，少なくとも対応でき

るような何らかの薬物放出の改善策が必要になると思われる。

第4章 動脈内投与によるアルブミンマイクロスフィアの標的化能

に関する組織学的評価

　動脈内投与によるアルブミンマイクロスフィアの標的化はまず動脈内投与の技術

レベルにより左右される．今日のカテーテル技術の進歩は本実験の標的臓器である

肝臓の固有動脈へ大腿部動脈からの挿入でも到達させることができ，さらに分枝し

た動脈へも選択して挿入することが可能になっている71）。したがって，その部位

において注入されたマイクロスフィア，すなわち塞栓物質の塞栓部位はその粒子径

により決定される．固形癌，特に肝癌の保存的治療，すなわち正常肝組織をできる

かぎり残しっっ癌組織のみダメージを与える治療を容易にするためには，担体や薬

物の標的化が重要となる。

　そこで本章においては，担体と薬物の標的化野を組織学的に評価した．
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第1節　動脈内投与によるアルブミンマイクロスフィアの標的化能の造影法

　　　　による評価

　肝癌への標的化を証明する肝動脈内投与のモデル化は図16のように行なった。す

なわち，ラット心中間葉の左側，右葉及び尾状葉を標的部位とし，中間葉の右側及

び左葉を正常肝組織と仮定してアルブミンマイクロスフィアを注入し，その塞栓状

況を比較した．

　図17にマイクロスフィア注入直後，2及び7日後のアンジオグラムを示す．注入

直後ではマイクmスフィアが注入されなかった肝中間葉の右側及び左葉，すなわち

正常肝組織と仮定した組織の動脈はその末梢まで鮮明に描出されているのに対し他

の葉，すなわち標的部位と仮定した組織の動脈はマイクロスフィアにより血管塞栓

が起こり途中から描出されなかった（図17a）。この結果は，動脈を確実に塞栓す

ることによって標的化が成立していることを示している。2及び7日後のアンジオ

グラム（図17b及び。）においてもその塞栓状況は変わらず，アンジオグラムから

少なくとも1週間動脈塞栓を伴う標的化が継続していることが明らかとなった。

　次に，癌を移植した肝臓においても同様な標的化が可能かどうかを確認するため，

ラット肝中間葉の左側にAH　272腹水肝癌細胞を移植して転移モデル肝癌を作成し同

様にマイクロスフィアを投与した。図18にその結果を示す。図から明らかなように，

癌新生血管を伴う癌組織（図において中間葉の左側，図18a）においても動脈塞栓
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　　　M；Middle　lebe

　　　　L；Left　lobe

　　　　R；Right　lobe

　　　　C；Caudate　lobe
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Fig．　IT Angiogram　of　the　Liver　after　lntra－Arterial　lniusiofi　of

Albumin　Microspheres　in　Rats

（且）　；　 im皿ediate17　 after　 infusion　，

（e｝；　7　days　after　infusion

（b）；　2　dEvs　after　infusion，

Fig．　18 Angiogram　of　the　AH　272　Tumor－lmplented　Liyer　after

I．ntra－Arteritl　lnfusien　of　Albumin　Microsp’heres　in　Rats

（a｝　；　 no　 infusion，　（b）　；　 infusion

を伴う標的化が確認された（図18b）．これらの結果は，より選択的にカテーテル

を施すことが可能な現在の技術レベルにおいて，肝癌の保存的治療の可能性を示唆

するものである．
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第2節　　動脈内投与によるアルブミンマイクロスフィアの標的化能の染色法

　　　　　による評価

　図19に薬物を含まないアルプミンマイクロスフィアを動脈内に注入12時間後（図

19a），MMCを含有したマイクロスフィア注入12及び24時間後（図19b及び。）

のHE染色像を示す．これらの組織像からもアルブミンマイクロスフィアの標的化

が確認された．図19aの組織像から薬物を含有しないマイクロスフィアの投与では，

アルブミンマイクロスフィアが認められる動脈周辺の肝実質細胞は正常状態を保っ

ていた．一方，図19b及び。の組織像からMMCを含有したマイクロスフィア投与

12時間後では，図19aと同様に肝実質細胞は正常状態を保っているのに対しMMC

を含有したマイクロスフィア注入24時間後では，マイクロスフィアの認められる動

脈周辺の肝実質細胞が壊死に陥っていた．また，遊離MMC投与24時間後の組織像

においても肝実質細胞の変化は認められなかった（データは示していない）．

　図20にMMCを含有したアルブミンマイクロスフィア注入2週間後の組織像を示

す．2週間後において，図19cで観察された実質細胞の壊死部はさらに広範囲に拡

がっていた．同時に脳死部周辺に繊維芽細胞や擬胆管細胞が認められ，肝組織の修

復過程に入っていた．また，動脈内に認められるマイクロスフィアの表面には凹凸

a
l轡’

b

鍵難’

e

甥 1媛．

　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　冥罰
　　　　　　　　　　　　　　　　　　

善．』

Pig，　19 Hi6tolo巴ioal　▲PP留ar邑賄ce　of　しhe　Liver　且fter　In「u5ion　of

MMe－Loaded　and　Nen－Loaded　Albumin Microspheres　bar＝100pm

（a）；　24　h　after　infusion　of　non－loaded　albumin　microspheres

〔b｝；　12　h　置蛋ter　inIロsion　o正　MMC－lo轟dod　匹ibu皿iR　microspheres

（c）；　24　h　after　infusien　et　MMC－loaded　’ilbilmin　microsPheres
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Fig，　20 Histological　Appearanee　of　the　Liyers　2　weeks　after　lntusion

of　MMC－Loaded　and　Non－Loaded　Albttmin　Microspheres　bar＝200＃m

が観察され，血管内においてマイクロスフィ．アの消化・分解が進行していることが

推測された．

　肝実質細胞の栄養補給ルートは肝動脈と門脈であり，どちらかの供給ルートが断

たれたとしても比較的長期に亘って正常状態を保つことができる．今回得られた組

織像の結果は，正常肝組織において薬物を含まないアルブミンマイクロスフィァを

肝動脈内に投与しても比較的長い間正常状態を維持できることを示している．

　癌組織においては，癌細胞の増殖活性が高いために栄養素が門脈血よりも高い動

脈血ICその供給の依存性が高く，また癌新生血管の呼び込みルートが動脈であるこ

とから動脈血の遮断により大きなダメージを与えることが予想されるとSegE1172｝

は指摘している．一方，中村ら73）は動脈支配の臓器に発生した固形癌に対する塞

栓効果は高いものの，2重支配を受ける肝臓癌の場合，門脈血からの栄養供給だけ

でも比較的十分であり塞栓効果は低いと述べている．この相反する意見から癌の種

類やその存在状態により結論づけることが難しいと思われる．・ここで得られた組織

像の結果は，マイクロスフィア中に含まれたMMCが標的部位において放出され，

動脈を含む結合組織周辺部位から徐々に実質組織を浸食し，その過程は長くても2

週間以内に終了することを示している．しかしながら，その放出はマイクロスフィ

アの消化・分解が動脈内においてほとんど起こっていないことから，第3章で得た

マイクロスフィアの消化・分解に伴って放出される薬物は，ほとんど組織像で得ら

れた結果に寄与していないと思われた．

　本章で得られた結果は，癌組織においてもMMCを含有したアルブミンマイクロ

スフィアの動脈内投与により薬物担体だけでなく含有させた薬物の標的化も達成で

きることを示唆している．
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第5章 MMC含有アルブミンマイクロスフィアのAH　272腹水

肝癌細胞移植モデル肝癌ラットに対する抗腫瘍効果

　前章までに，MMCを含有したアルブミンマイクロスフィアの“標的イビシステ

ムとしての有用性を試験・確認してきた．このシステムが実際の固形癌，特に肝癌

に対してどの程度有力な武器になるかを確認することは重要である．固形癌は，そ

の発生源により原発性及び転移性の2つに大別されるが，その型（nod　li　lar　typeや

massive　type等）によって細分類されるし，またその性質によっても癌の種類は多

岐に渡る74）。したがって，制癌剤の癌に対するスクリーニングは重要となる。市

村75）の制癌剤のスクリーニングは，主にラット及びマウスを用いたhviv◎系

（腹腔一腹腔系，i，　p，一i，p，系及び静注一静注系，　i，　v，一i，v，系）であり，かっ一

般的な注射剤として行っている。それゆえ，本論文のような特殊な系での動物を用

いた抗腫瘍効果の評価は2通り考えられる．1つは，スクリーニング結果で，制癌

剤の制癌スペクトル内に十分入る癌細胞を用いて特殊なシステムによる薬物のバイ

オアベイラビリティーだけを評価する場合であり，もう一つは，このスクリーニン

グにおいては制癌剤の制癌スペクトル内に入るものの効果的に小さい癌細胞を用い

て特殊なシステムによる制癌効果の拡大の可能性と薬物のバイオアベイラビリティ

ーとを評価する場合である．市村75）のスクリーニング結果によれば，　AH　272腹

水肝癌細胞に対するMMCの効果は腹腔一腹腔（i，P，一i．P、）系である程度観察さ

れ，また静注一静注（i．V，一i，v，）系ではわずかに観察されている。

　そこで，本章では本システムの可能性を追及するために，上述した2つ目の評価

観点から，　A9272腹水肝癌細胞を用いて作成したラットのモデル肝癌に対するM

MC含有アルブミンマイクロスフィアの抗腫瘍効果を試験した。

　表8にAH　272細胞を肝臓の中間葉に移植後3日目に各製剤を動脈内に投与した

ときの肝癌ラットの延命曲線をもとに計算した平均生存日数とT／C％を示す。生

理食塩水，遊離MMC，薬物を含有しないアルブミンマイクロスフィア及びMMC

含有アルブミンマイクロスフィア投与群のラットの平均生存日数は8，8，13．2，

9，6及び21，9日であった．また，MMC含有アルブミンマイクロスフィア投与群の

場合，45日以上生存した，いわゆる寛解ラットが10匹中2匹存在した．これらの結

果は，今回設計したシステムの肝癌に対する効果が高いことを示している。

　ラットを用いた肝癌モデルにおいて，動注による遊離MMCのT／C％は，150

であり判定基準から有効となる。このことは動脈内から薬物を注入するという投与

方法に変更するだけで，MMCの癌細胞に対する制癌スペクトルを拡大できること

を示している。さらに，薬物の投与剤形をアルブミンマイクmスフィアとし薬物の
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標的化効率を高めるとT／C％は248，9となり著しい延命効果を発揮している．こ

れらのことは，標的化を主目的とした本治療システムが，癌の局所治療に対する武

器として有用性が高いことを示している。

Table　8 魏ea盤　S懸rvival　and　T／C　努　of　錘MC－Loaded　AIb羅無1嚢　Microspheres

Treated　Groups　iR　AH　272　Tumor－Beariftg　Rats

Number　of

　rats

簸ea！韮　survival

（d　±　S，　E，　）

T／C　＊　LoRg　term　＊＊

（％）　survivor

Co　nt　rel

Free　MMC

＄gl　ft，

翻Clree
mlcrspheres

MMC－leaded

mierospheres

10

19

5

01

8，　8±　O，　46

13，　2±　g，　75

9，　6±　e．　67

21，　9±　3，　i6

15e

le9，　1

248，　9

0
0o

2

＊　：Thls　mean＄・　（mean　survival　cf　rats　treated　by　each　preparatioR　／

　　搬ea盤　§鰭rvlval　◎f　翌a毛s　non－treated　）　〉〈　10⑪○

＊＊：　This　means　Rumber　ef　rats　survived　over　45　days．

　本章まで，アルブミンマイクロスフィアを利用して薬物の醐標的化”を主目的と

したシステム設計を行い，ラットを用いた肝癌モデルにおいて高い効果が得られた

ことから，目的はある程度達成されたものと考えられる。しかしながら，第3章ま

での結果から，種々調製法で調製したマイクロスフィアの中から本趣旨に最も適す

ると判断して以後の章で選択した方法3のマイクロスフィアは，第4章で得られた

結果から，他の方法で調製したマイクロスフィアよりも薬物を高濃度で畠標的化”

できるもののその薬物を有効に利用できなかったと結論づけられる。したがって，

標的化された薬物をさらに有効に利用するためには，マイクロスフィアに薬物の

“放出制御”の観点から，さらに修飾を施すことが必要であると思われる．

第6章 アルブミンマイクロスフィアからの薬物放出制御の試み

　前章まで薬物の“標的化”を主たる目的としてアルブミンマイクロスフィアを利

用したシステム設計を行ってきた．しかし，DDSのもう一つの目的である薬物の
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倣出制御”の観点からシステム設計を行っていない。マイクロスフィアからの薬

物放出は初期に速い。MMCの薬理効果は濃度依存的であることから，そのことは

むしろ長所として考えている。例えば，MMC溶液と塞栓物質としてデンプンマイ

クロスフィアとの併用動脈内投与によっても高い臨床成績を得ている。76）加えて，

マイクロスフィアの酵素による消化・分解に伴う薬物の“持続的放出”効果も期待

できるものと予測していた。しかしながら，MMCのマイクロスフィアからの速い

放出は第3章の結果から数分以内に起こり，また第4章の結果からマイクロスフィ

ァの消化・分解に伴う薬物の持続的放出が期待できないことから，第5章の抗腫瘍

効果に有効に利用されると思われる残存MMC量が少ないことが予想された。した

がって，その放出速度が最適であるかどうかを判定することは難しい。

　そこで，本章においては前章までの結果を参照して，必要な機能と思われる薬物

の“放出制御”の観点から，アルブミンマイクロスフィアからのMMCの放出をよ

り下働できるかどうかについて検討した。

　まず，第5章で得られた抗腫瘍効果に結びつくMMC量が仮に今回方法3で調製

したhvltroのマイクロスフィアからのMMCの速い放出，すなわち数分以内に放

出されたMMC量で決定されるとすると，マイクロスフィアの動注により初期放出

量の約70％以上のMMC量がこの時点で放出されマイクロスフィア中の薬物残存量

が少ないことになり，その後の効果は余り期待できなくなる．組織像からの結果

（第4章）は，hvivoにおいてその放出がhvitroよりも遅いことを支持してい

ると思われるが，これはマイクロスフィア中に残存する約30％のMMCによる可能

性が高いであろう。それゆえ，初期の段階での薬理効果を持続させるためにはより

薬物放出速度を遅くし，少なくとも方法3で調製したマイクロスフィアの数分以内

に放出されるMMCを1時間程度までに放出するようなマイクロスフィアとして調

製できれば薬物の放出制御製剤としてもより有用となろう。

　第3章の結果からマイクロスフィアからのMMCの速い放出は，個々の球体から

の1次速度式あるいは拡散式に従った放出の集合体であることを明らかにした。従

って，放出を制御するためには薬物の放出速度定数kあるいは球体中の薬物拡散係

数Dを変えることが必要となる．そこで，本章では固定化剤を利用してアルブミン

マトリックス構造を強化し，薬物の放出制御を図った．

第1節　　薬物放出制御を目的としたMMC含有アルブミンマイクロスフィアの

　　　　　調製

図21に固定化剤を利用したアルブミンマイクロスフィアの調製法を，表9に調製
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Methed　V

MMC　一←　Alb膿難i簸　aq，　soln，

　　（十　PMF）

T　　％　　9韮慧　tara　ldehy

Cross－li勲k董fi9

ユ

So垂韮dif董cation

（stirriRg　at

　　　reactioR

％　Spaft　8e／R－octaRe

　　　　at　o　oc

leee　rpm　fer　3e　miR）

Fig．　21

Table　9

Removing　selvent　and　dry

　　　　　　　　　fermaldehyde／

　　　　　　　　　ether　s◎董韮｝，

Cress－liRking　reaction
　　　　l

Removlng　solvent

　　Preparatiofi　Method　of　MMC一一Loaded

Cenditions　for　PrepariRg　MMC－Loaded

（Methpt／　V）　（Diameter　＝　125tNt・ZQ／5．一．一mk！一g

　Albumin　Microspheres

Albumin　Microspheres

　Alb登搬韮R　MIcrospheres

　　　　　）

Type Albumin

（m　g）

　　　　　　　　　　　　＊

MMC　（DMF）

（m　g）

Fixl　fi　g

　　　　（h）

　　　　　　＊＊

period MMC　cefitent

　　（foo　W／W）

一
一
一
一
一
一
一
一
一
一
【
一
一
一
【
一

《
A
　
　
　
　
　
B
　
　
　
　
　
C
　
　
D

3
0
3
0
3
0
3
0
3
0
3
0
3
0
3
0
3
0
3
0
1
5
1
5
1
5
5
5
5

十
十
十
十
十

0
1
4
8
1
6
0
1
4
8
1
6
0
4
1
6
0
4
1
6

＊　：　solubilizer ＊＊：　Formaldehyde　was

　　　　　　　　　　　36

used　as　a　fixiRg　agent．



条件を示す．本調製法を方法5とし，条件によりType　A～Type　Dとした．方法5で

はマトリックス構造の強化を目的に交叉結合剤としてグルタルアルデヒド及びホル

ムアルデヒドを用いた。調製したマイクロスフィアはふるいを用いて各粒度に分取

した．この場合，マイクロスフィアの粒子径はほぼ一定と仮定し放出試験に供した。

　薬物含有量はホルムアルデヒドの固定化時間が長くなると減少した（表9）。図

22にType　A及びBのマイクロスフイアの固定化時間と薬物含有量の関係を示す。図

から明らかなように，薬物含有量は固定化時間に依存して減少した。これは他の

Typeにおいても同様であった。この原因は主にホルムアルデヒド／エーテル相中へ

のMMCの溶出によると思われた．　MMCのマイクロスフィア中への分散性をより

均一にするために利用したMMCの可溶化剤，ジメチルホルムアミド（DMF）の

添加は薬物含有量の低下を招いてしまった．これはグルタルアルデヒドにより固化

したマイクロスフィアとマイクロスフィア中に保持されなかったジメチルホルムア

ミド水溶液の相分離過程での遊離によると思われた。

Fig，　22

05
（
齢
）

　
　
　
　
　
5

　
　
　
　
　
2

斜
¢
①
ρ
¢
◎
O

ゆ
づ
麟
Q

　　　　　Ol　4　　　　8　16
　　　　　　　　Fixed　tirne　（h）

RelatioRship　betweeft　Drug　CenteRt　and　Fixed　Time

＠；Type　A，　tw；Type　B

第2節　　交叉結合剤を用いて調製したアルブミンマイクロスフィアからの

　　　　　MMCの放出性

　図23にTypeA～TypeDのアルブミンマイクロスフィアからの薬物放出曲線を示す。

どの場合も，ホルムアルデヒドの固定化により薬物放出速度が減少する傾向が認め

られた。このことをより明確にするために，マイクロスフィアからの9G％までのM

MCの放出を拡散式及び1次速度式に当てはめ放出速度を評価できるパラメータを

求めた。表10にその結果を示した。この2つのモデルの個々のパラメータの相関性

は，どちらのモデルも同程度であったが，Type　A～Type　Bのアルブミンマイクmス
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フィアからの薬物放出の全体を通して，1次速度式のほうがMMCのマイクロスフ

ィアからの90％までの放出をより正確に反映していることから，放出速度定数，k，

を用いて放出速度を評価した。表から明らかなように，固定化時間の延長と共に速

度定数，k，は減少した。　TypeA及びType　Bのマイクロスフィアに関してこれらの

関係を図24に示す。図から速度定数に対する固定化時間の効果は，TypeAで8～16

時間，Type　Bで4～16時間の間でほぼ最大に達し，それ以上固定化してもその放出

性に変化を及ぼさないことが明らかとなった。

　ホルムアルデヒドを用いたアルブミンマイクロスフィアの固定化によりMMCの

放出制御が可能となった。第3章で調製したマイクロスフィアの場合，薬物放出の

9⑪％以上が拡散モデルに従うことから，water－richなアルブミン実質部を薬物が拡

散していると思われるのに対し，今回調製したマイクロスフィアの場合，ホルムア

ルデヒドの固定化時間に依存して薬物放出が2っ以上の関数により表わされる，少

なくとも2つの放出性の異なるルートを薬物が拡散していることが考えられた．

　今回調製したアルブミンマイクロスフィアからのMMCの放出は方法3で調製し

たマイクロスフィアの速い放出が数分で起こるのに対しその部分のMMC放出量は

低下し，その後の比較的早い時間内（約2～4時間以内）での放出量が増加した．

今回の方法5で作成したマイクロスフィアの内，どの放出パターンが局所固形癌に

対する効果が最も高いのかは判定できないが，第4章で認められたhvivoでの薬

物放出がiR　vitroよりも遅くなるだろうという結果と癌組織における制癌剤の分布

の拡がりはマイクロスフィア中の薬物濃度に依存した濃度勾配にも大きく左右され

ることが推察されることから，本章で調製したマイクロスフィアは，薬物のas放出

制御”の機能も有するas標的イピ製剤としてより有用性が高まったものと思われる。
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第7章　小鼠

　全6章に亘って固形薬物担体としてアルブミンマイクロスフィアを選択し，動脈

内注入療法と組み合わせ設計した癌局所の“標的化”を主目的としたDDSについ

て述べてきた。本システムは経カテーテルによる動注によって標的化部位へ薬物担

体を誘導し，薬物担体の粒子径による物理的な動脈塞栓によりSS標的化”を図るも

のである．その第1ポイントは血管内の塞栓部位をどこに設定し，またそれに合せ

て効率良く薬物担体を調製できるかである．今回用いたマイクロスフィアは撹搾溶

媒や界面活性剤の選択に加え，交叉結合剤を利用したエマルシyン重合法を基本と

した方法により設定した粒子径範囲のマイクロスフィアを収率良く調製でき，しか

も比較的広範囲に亘って種々の平均粒子径を持つマイクロスフィアも調製すること

を可能にした。また，この方法は微粉化・懸濁した薬物を封入させることから，水

溶性の薬物ばかりでなく脂溶性の薬物も比較的効率良く含有させることができる可

能性を有しており，アルブミンが水溶性の高分子であることから脂溶性の薬物を含

有させることができればそれらの物性の違いから長期に渡る徐放性製剤として利用

できるかもしれない。

　アルブミンマイクロスフィアはスキャンニング剤として利用されており生体適合

性にほとんど問題はないと思われるが，我々の調製したマイクロスフィアには交叉

結合剤としてグルタルアルデヒドを使用しており，生体への影響が心配された．し

かしながら，筋肉内投与による病理学的な知見は急性炎症反応は見られるものの，

その程度は従来からのマイクロスフィアのそれと変わらず適合性は高いものと思わ

れた．また，ホルムアルデヒド固化によるマイクロスフィアも含め残留アルデヒド

の可能性をシッフ塩基反応により確認したが71）検出されなかった．この結果は，

第3章のマイクロスフィアの生体適合性が高いという結果を間接的に支持している．

　アルブミンマイクロスフィアの生体内における酵素的消化・分解の可能性がin

vitro試験により推察された。ところが，動注投与による標的化の組織学的な確認

試験おいて，i　it　vitroよりもその分解性が非常にゆっくりであることが明らかとな

った。この結果は脈管中のライソゾーム活性が非常に小さいことを意味している．

したがって，ζの消化・分解性の速度はマイクロスフィアからのMMCの放出性に

も影響を及ぼす可能性が推察された．

　方法1～3で調製したMMC含有アルブミンマイクロスフィアからのMMCの放

出は，初期の速い放出で特徴づけられる．この放出性はMMCの薬理効果の点から

長所となりうると考えた．このうち方法3で調製したMMC含有マイクロスフィア

からのMMCの放出はその速い放出の後，マイクロスフィアの消化・分解に伴った
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比較的長期に亘る薬物放出の可能性を有していた。本編で設計したシステムの第1

の目的は薬物のes標的化”であり，薬物担体及び薬物の標的化を組織学的に確認し

た。方法1～3で調製したMMC含有マイクvスフィアの中で，当初最も薬物放出

性に優れていた方法3のMMC含有マイクロスフィアを用いたモデル肝癌ラットに

対する抗腫瘍効果は動注による遊離MMC投与群に比べ高かったeこの結果は，本

システム設計が癌局所治療に対して有効な手段となりうることを示している。

　しかし，方法3で調製したアルブミンマイクロスフィアによる本システムがこの

系で最も優れているか否かは判断することは難しい。そこで，マイクロスフィアか

らのMMCの放出性の観点から第5章までの結果を総括して考えてみた．方法3で

調製したマイクロスフィアからのMMCのin　vitroでの放出性は，初期の遠い放出

の後マイクロスフィアの消化・分解に伴ってMMCを放出することが予想されたが，

組織学的な結果は，脈管内ではマイクロスフィアの消化・分解が遅く，消化・分解

に伴う薬物放出の効果が余り期待できないかもしれないことを示唆していた。しか

しながら，同様の組織学的結果から動脈を含む結合組織周辺の肝実質細胞はMMC

によって徐々に壌死を起こし，そしてそれは，2週過に亘って拡がっており，h

vlv◎では2週闇以内の比較的長い間MMCが放出されている可能性が推察された。

すなわち，マイクロスフィア中に含有されているMMCのうち，　h　vi｛rgで速く放

出されるMMCのみ薬理効果に有効であるものの，　h　vivoではそのすべてが素早

く放出されるのではなく，比較的ゆっくりとマイクロスフィアから放出されている

と思われたeしたがって，濃度依存的に効果を発揮する初期のMMCの速い放出に

加え，その後さらに有効量のMMCの放出，すなわちin　vitroでの数分単位での詠

い放出を数時間単位までの放出に制御できれば，より効果が高まるものと思われた。

　これらの一連の結果及び考察から，アルブミンマイクロスフィアを用いたシステ

ム機能をさらに高めるには，マイクロスフィアからの薬物放出制御が必要と結論づ

けられる．マイクロスフィアからの薬物の速い放出は，大きなアルブミンの球体か

らの外挿法により個々の球体からのユ次速度式または拡散式に従った放出性の集合

体であり，その放出速度定数か拡散係数を変化させることによって改善できること

を明らかにした。加えて，この方法は薬物放出の見積り法へと発展した。それらの

結果をもとに，よりゅっくりとMMCを放出することが可能なマイクロスフィアの

調製法も確立した．このマイクロスフィアの動物レベルでの効果については，判定

しなかったが，薬物の面標的化seばかりでなくas放出制御”の観点から，今回一連

の方法で調製したアルブミンマイクロスフィアについてスクリーニングを行ないよ

り精密なシステムとすることが今後の課題となろう。
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第2編　動脈内注入療法と油性薬物
　　　　　　　　担体を組み合わせたDDS
　　　　　　　　の開発

　動脈内注入療法と油性薬物担体を組み合わせたDDSの開発の研究を組み立てる

上で最も重要なポイントは，薬物担体として何を選択し，かっ癌組織への標的化の

ための手段としてどのような方法を用いるかである。エマルシ9ン製剤以外に液状

の油性薬物担体として動注療法に利用されているのは，　Lipi◎del　Ultra－Fluide

（LP）だけであり，その臨床的評価は高い．2　1’77）しかも，　LPはもともとリン

パ管造影剤であるので，癌組織への糠的化・＊能力が高いばかりでなく同時に診

断ができるという利点を有している．したがって，ここで選択されるべき油性薬物

担体はLP以上の能力を必要とする。　LPの標的化能力はその画像診断能力によっ

て判断したものであり，薬剤学e製剤学的な研究・検討の結果から薬物担体への有

用性を評価していない。加えて，LPの動脈内投与による癌組織中の高い滞留性，

集積性のメカニズムも未だ明らかにされていない、そこでより有効な油性薬物担体

を選択するために，その滞留メカニズムを推察すると，①癌支蛇動脈から網目状に

延びる毛細血管の大半が血管構築の：未熟な新生血管であるために高分子や油性物質

を透過しやすい，②新生血管の形成に伴い癌組織中の血管容積が増加し，また新生

血管が刺激に対する応答性に乏しいため，血管内の移動速度の遅いものほど残留し

やすい、③リンパ管がほとんど欠如しているため，高分子や脂質類の除去能が低下

し，その消失を遅らせる，④癌の形成に伴い細胞間質が拡大しその部位に貯留しや

すい，22・23・78～80）があげられる。これらは，全て癌新生血管を含む癌組織の特性

に由来している。LPの特性で滞留効果に関連していると考えられるのは，それが

ヨウ素を含んでいることから比重が大きいことや構成脂肪酸の炭素数等である。そ

れゆえ，まず油性薬物担体を選択するには，比重の影響や構成脂肪酸の炭素数の影

響について実験することが考えられる。しかしながら，メカニズムを支配する要因

は，ほとんど癌組織の特性にあると考えられるので，LPの構成成分を油性薬物担

＊：LP及び本論文で用いた油性薬物担体や薬物の本論文での研究結果で，癌組織

において見かけ上，正常組織よりも担体や薬物量が多くなり，かっその値が投与し

た部位に均一に分布したと仮定したとき，平均値よりも高くなる場合がある。そこ

で，臓器や癌組織におけるある時間の担体や薬物の量を比較する場合，その量を滞

留量：，またその時間的推移（消失性）を滞留性または滞留能と言い，癌部位におけ

るある時間の担体及び薬物量を集積性または集積能と言うこととする。
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体を選択するための基本に置き，癌組織の特性を活かしっっ，かっ液状の薬物担体

の特性によって滞留効果が支配できるように製剤学的修飾を加えることとした。

　まず，LPの原料であるケシ油の構成脂肪酸がオレイン酸及びリノール酸を主成

分とする混合物であること，またしPがヨード化ケシ油脂肪酸エチルエステルであ

ることから，オレイン酸とそのエステル体であるオレイン酸エチルを油性薬物担体

の候補として選択した．次に，LPよりも癌部位滞留性を高め，かっその効果をよ

り担体支配性にするための方法を選択した。上述したLPの癌部位での滞留メカニ

ズムと思われるものの中で，脈管中の滞留量と癌組織に移行した担体の移動速度を

改善できる油性薬物担体を調製できれば，より滞留効果が高まると思われるeそこ

で，油性薬物担体に増粘剤を添加して粘性油性薬物担体を調製することとした、粘

度の増加は脈管中の移動速度を遅らせ，しかも粘度によっては第1編で示したアル

ブミン小球体などの固型薬物担体と同様な塞栓効果も得られる可能性がある、

　今野ら20）はしPへの含有薬物として脂溶性の高分子化制癌剤SMANCSを，

Fukushimaら81）はFdUrdのプロドラッグである3’，5’　一dioctafi◎yl－5’一Hu◎r。”一　2’一

deoxyuridheを用いた。一般的に薬物を溶解することは体内に吸収する上で最も重

要なことであるが液状の油性薬物担体の出現は脂溶性制癌剤にとって薬物の利用効

率を考えると光明を与えるものである．一方，柴田ら82＞は，LP中にシスプラチ

ンを懸濁含有させた製剤を調製して家兎肝癌モデルに適用して高い抗腫蕩効果を得

ている。シスプラチンは一般的な投与法では肝癌に対しほとんど効果がないと報告

されており83），このようなシスプラチンの懸濁化剤を特殊なシステムに用いて薬

物の利用範囲を拡大できる可能性を示した報告は興味深い。そこで，脂溶性制癌剤，

1一（2－chloroethyl）一3一（methylcycl◎hexy　D－1－nitorosourea　（Semustine，セムス

チン）及び難溶性制癌剤cis－diammifiedichlor◎platinum　（fi）　（Cisplat　in，シ

スプラチン）を選択した。それら薬物の構造式と物性を図25及び26に示す。

　本編では，主に粘性油性薬物担体の組織滞留性，癌部位集積性及び抗腫瘍効果に

ついて，以下7章に亘って報告する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　分子量；247，7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　溶解度；25℃

　　　麗願、
　　／
＠＝c
　　×

⑪蚤3

：麗C旺2C旺2C璽
1

闘⑪

水

アセトン

ベンゼン

クロロホルム

O，　esmg／　ml

　50㎎／鑓1

　50　mg　／　m1

667㎎／雛三

図25　セムスチンの構造式とその物理化学的性質
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図26　　シスプラチンの構造式とその物理化学的性質

第1章 制癌剤を含有した粘性油性薬物担体の調製

　製剤学的な修飾によりしPのような組織滞留能やその滞留性をある程度担体支配

牲にするために，前編の固形薬物担体のような血管塞栓能を付与することは，上述

したような担体設計の有効な手段になると思われる。油性薬物担体の特性を保持し

ながら固形薬物担体の特性を持たせるためには，粘度の高いゾル状の油性薬物担体

の設計が必要である。また，今回使用する制癌剤のうちシスプラチンは，微粉化，

懸濁して含有させるので油性薬物担体中に安定して分散しているほうが望ましい。

　そこで，本章では高い塞栓性，滞留性が得られ，かっ，安定な薬物分散性を保持

できる油性薬物担体の調製（増粘剤の添加による粘性の付与）とその物性について

検討した。

第1節　粘性油性薬物担体の調製

・予備試験で，オレイン酸（OA）やオレイン酸エチル（EO）の増粒剤の候補と

してポリビニルピロリドン，プルロニック（プロッグ重合型ポリエーテル系界面活

性剤）84），ステアリン酸アルミニウム（AS）及びエチルセルas　一ス（EC）を

選択したが，ポリビニルピロリドンやプルロニックでは少量の添加で大幅な粘度の

増加に至らなかった。そこで本編ではASとECを増粘剤として用いることとした。

図27に粘性OA及び粘性EOの調製法を，また条件を表11に示す。まず，　ASまた

はECを任意の割合で取り，これにOAまたはEOを加えて撹搾しながら約12⑪℃

で加熱溶解した。溶解後，室温で放冷して粘性OA及び粘性EOを製した。セムス

チンは，その適量を粘性OAに添加し溶解した。またシスプラチンの場合は，微粉

化（＜5μm）したシスプラチンの既知量に粘性EOを加え，超音波発生装置及び

スターラーを用いて分散，懸濁させて調製した。なお，粘性EOは，常温でゲル化
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Fig，　27
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しているため，水浴中80℃でゾル化した後シスプラチンを添加した。

第2節　粘性油性薬物担体の粘性と指標粘度の決定

　図28にOA，　LP及びASを4，マ％添加した粘性OAの，また図29にEO及びA

SまたはECを各々6．4％または4，7％添加した粘性EOのレオグラム（流動曲線）

を示すe（）A，EO及びLPのレオグラムは，ずり応力に対しずり遠度が原点を遡

って直線的に増加するニュートン流動を示した。OA，　EO及びL沿の粘度はそれ

Fig，　28
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それ15，5及び21cpであった。一方，　ASを添加した粘性OA及び粘性EOまた

はECを添加した粘性EOのレオグラムは非直線性の非ニュートン流動を示し，ま

たこれらの粘度はずり速度の増加とともに減少した。粘性OAの場合，原点を通る

曲線であることから，それらは，擬塑性流動体に属すると思われた。加えて粘性O

Aにおいて，降伏値に見られる凝集破壊がないこと，このずり速度聞で曲線幅が非

常に小さいこと及び上昇曲線と下降曲線がほぼ一致していることから，粘性OAの

流動変化，すなわち粘度変化は比較的小さいものと思われた、粘性EOの場合，　A

Sの添加で上昇曲線にスパー値が，ECの添加で降伏値が見られることから，塑性

流動体に属すると思われた。加えて，どちらの場合も上昇曲線と下降曲線とが一致

せず，下降曲線が左にシフトするチキソトロピーを示した．また，AS添加の粘性

EOの場合，塑性粘度はほぼ一定であると思われるものの，下降曲線に未だ凝集破

壊に伴う降伏値が観察され流動変化が非常に大きいと思われるのに対し，ECを添

加したEOの場合，下降曲線は擬i塑性流動体様の曲線となり，またその闇の曲線幅

が小さいことから，ASを添加したEOに比べ流動変化は小さいと思われた、85）

　粘性油性薬物担体の血管塞栓能や臓器滞留性に対する粘度の影響を研究する場合，

ずり速度に対する応力変化の大きな製剤はその評価が難しく，できれば応力が常に

一定なニュートン流動体を使用する方が望ましい。しかし，上述の結果からもわか

るように，増糊剤の添加はニュートン流動体を示す溶媒または分散媒を非二甑一ト

ン流動系の粘弾性を示す混合物に変える場合が多く，したがってこのような場合，

指標となる粘度を規定する必要がある，

　そこで指標粘度の決定を行った。非ニュートン流動体の粘度変化は，ずり応力と

ずり速度の関数であると同時にずり速度の処理時間の関数でもあるeしたがって，

ずり速度またはその処理時間のどちらかを一定の条件にするほうが指標粘度を決定

しやすい．著者は実験方法の観点から（例えば，ある一定の擬搾遠度で揮期した粘

性油性薬物担体を各実験に使用する），ずり速度を一一定にしてずり応力を測定する

ことにした。すなわち，粘性OA及び粘性EOを，37℃，回転粘度計のトルク内静

置2分，ずり速度180s“1の一定条件に固定し，時間に対する応力変化を測定したe

　図30にASを3．6，4，4及び4，7％添加した粘性OA，図31aにECを2，6，4．2及

び4，7％添加した粘性EOを，また図31bにASを3．⑪，5，⑪及び6，4％添加した粘

性EOの結果を示す。粘性OAの場合，そのレオグラムから予想されたように，こ

の時間範囲内でどのASの添加濃度においてもずり応力の変化は小さかった。粘性

EOの場合，　ECとASを添加したときを比較すると，　ECを添加した粘性EOは

経時的なずり応力変化が小さく，測定後半のle分間でどのEC添加濃度の場合にお

いてもずり応力はほぼ一定であったのに対し，ASを添加した粘性EOは経時的な
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ずり応力変化が大きく，測定終点付近においても粘度がほぼ一定とはならず，さら

に減少する傾向が見られた．これらの結果よりASを添加したEOは，ずりの履歴

に依存性が高く，粘度の効果を測定する上で指標粘度の決定が困難であることから，

粘性EOの増粘剤にはECを，粘性OAの増粘剤にはASを使用することとした．

指標とする粘度は，粘性OAの粘度変化よりも粘性EOのそれを考慮して，上記測

定条件で測定20分後のずり応力の値を用い，このときに見かけ上計算できる粘度
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（centi　peise，cp）を用いることとした．本論文においては，指標粘度がそれぞ

れ40，80及び120cpの粘性OA及びEOを使用した．但し，図31　e及び表11に示し

たようにECの添加濃度がそれぞれ2．6，4，2または4、7％のときに指標粘度がそれ

ぞれ40，BO，120cpになっているが，用いたECの規格値に若干の幅（90～11e　cps，

5覧Ethanol＋Teluene　S。ln，　at　25℃）があるので，ここで示した添加濃度は一つ

の目安として用いた（実験の部参照）．

Fig．　32 Sedimentation　of　Cisplatin　in　Several　Oily　？reparations，
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第3節　　シスプラチン含有粘性EOの懸濁安定性

　シスプラチンは油性薬物担体中に懸濁させて使用するので，次に油性薬物担体中

での懸濁安定性を試験した．

　図32にECを種々濃度で添加して調製した粘性EOに微粉化したシスプラチン

（〈10μm）を懸濁し，調製した製剤の調製直後，2時間及び18時間後の懸濁安定

性を示す。その結果，120cp粘性EO＝80　cp粘性EO＞40　cp粘性EO＞LP＞

EOの順に高い懸濁安定性を示し，粘度の増加によりシスプラチンの分散安定性が

高まることが示唆された。また，ここでは示さなかったが，120cp粘性EOの場合，

2週間以上シスプラチンが均一に分散していた。

第2章　　油性薬物担体の脈管内挙動と組織滞留性

　経カテーテル技術の進歩は，動注療法において標的化を臓器レベルから比較的癌

部位周辺の局所組織レベルにまで可能にし，臨床成績を向上させている．しかし，

制癌剤の局所内濃度は一時的に高くはなるものの速やかに全身循環系へと移行し，

その効果は薬物投与初期に限定され，かつ投与量によっては副作用の問題も残され

ている．したがって，滞留効果の増強は正常組織に比べ癌局所に薬物を集中させや

すいという点から，抗腫瘍効果を高める上で一番必要とされるfactorの一つである．

　一方，生体の脈管系は，そのほとんどが動・静脈が連結した連続血管系であるが，

腎臓では有窓タイプであるし，肝臓・脾臓では動・静脈が連結していない不連続タ

イプの血管系であり86），しかも各臓器における血流量や血流速度も異なる．した

がって，今回我々が調製した粘性OAや粘性EOの血管塞栓能や臓器滞留能を種々

の臓器で把握することは，臓器滞留性の最適な条件を選定して粘性油性薬物担体の

能力を最大限に引き出すのに大切なことである。また，第1編の固形の薬物担体と

は異なり，血管塞栓能に確実性が得られない．

　そこで本章では，第1編と同様肝臓を主標的臓器とし，また種々臓器においても

種々粘性OA及び粘性EOの脈管塞栓性や臓器滞留性を定性及び定量的に測定し，

さらにその滞留機構についても若干検討した．

第1節　　油性薬物担体の脈管内挙動

（1）油性薬物担体の血管塞栓能の造影法による測定

図33に，ラットの肝左葉及び中間葉の右側（図に対して）以外の葉の動脈内に種
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々粘度（4e，80，120　cp）の粘性OAを投与し，10分後に造影剤を注入して撮影し

たアンジオグラムを，また図34に，肝左葉以外の葉の動脈内にEO及び種々粘性E

Oを投与し，24時間後のアンジオグラムを示す（第1編第4章第1節，図18参照）．

　40cp粘性OAを投与した葉の動脈は造影剤によって描出されており明確な血管

塞栓の証拠は得られなかった．ここでは示さなかったがOAの場合も同様に明らか

な血管塞栓は観察されなかった．一方，80及び120cp粘性OAの場合，左葉以外の

40　cp　VOA 80　cp　VOA 12e　cp　voA

Fi居．　33　　　Angio呂！置皿s　o正　the　Li▽er　10　皿in　alter　Intra－Arterial　Iniロsion　of

　　　　　Several　Visceus　OAs　in　REts

Fig，　34　Angiograms　of　the　Liyer　24　h　aiter　lntra－Arterial　lntusion　of

　　　　　Seyeril　Viscous　EOs　in　Rats
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葉の動脈は造影剤によって描出されておらず，それらの投与初期に動脈塞栓を起こ

すことが推察された．また，種々粘性EOの場合も投与10分後の結果は，粘性OA

の場合と同様であった．図34から，EO及び40cp粘性EO投与24時間後でも明確

な血管塞栓は観察されなかった．一方80cp粘性EOの場合，肝小葉辺縁部に若干の

血管塞栓がみられるものの再現性の高い像は得られず，明らかな血管塞栓像は観察

されなかった。この結果は80cp粘性OAにおいても同様であった．また，120　cp

粘性EOにおいては，投与された葉の動脈は描出されておらず24時間後においても

動脈塞栓の可能性が推察された．この結果も120cp粘性OAにおいて同様である．

以上の結果は，ラット肝臓への投与において少なくとも24時間動脈塞栓能を油性薬

物担体が有するためには，その指標粘度が120cp程度必要であることを示している．

　（2）油性薬物担体の脈管内挙動の組織学的な測定

　次に，これら油性薬物担体の血管塞栓性や脈管内挙動をより視覚的に観察し，ま

た肝動脈との血管構築性の違いによるそれらの存在状態を肝臓のアンジオグラムと

比較するためにハムスター頬袋を利用し，その動脈の支配動脈から種々粘性EOを

投与してその後の頬袋内の挙動を顕微鏡的に観察した．図35及び表12にハムスター

頬袋内動脈に種々粘度（4G，80，120　cp）の粘性EOを投与した後の経時的な脈管

内挙動の顕微鏡写真及び血管内の通過時間と塞栓状況を示す。

　EOの場合，投与直後に頬袋内の径が80μ田の動脈を通過し，注入2～3分後に

径が20～30μ穣の細動脈へ到達しそこからゆっくりと末梢へ移動した．注入20分後，

径が5～10μmの細動脈や毛細血管に到達し，その部位で塞栓が観察され，2～3

時間後に全微小動脈で血流が停止した．また，ここでは示さなかったが，EOの場

合毛細血管中に到達した後，静脈側へ脱出するものもあった．4Gcpの粘性EOの場

合，約1分後に径が70～80μm，2～3分後に径が40～50μ醗の動脈及び細動脈に

到達し，20分後に径が20～30μmの細動脈で塞栓が観察されたが，枝分かれした径

が10～15μ譲の血管にも移行した像が観察された．約1時間後にこれらすべての血

管で血流が停止した．80cpの粘性EOの場合，約1分後に径が80～100μ盈の動脈

に到達し，約10分後に径が70～80μmの動脈で塞栓が観察され，約20分後で血流が

停止した．120cpの粘性EOの場合，約3分後に径が110～130　XL・Mの動脈に到達

し，10分後に径が100～120μmの血管で塞栓が観察され，約15分後に血流が停止

した．これらの結果は，種々粘性EO投与1日後においても顕微鏡的にほぼ同様で

あった．以上の結果から，油性薬物担体はその粘度の違いにより微小血管到達時間，

塞栓部位及び塞栓時間の異なることが明らかとなった．

　ハムスターの結果において，第1編で示したアルブミン小球体と血管塞栓状況が
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Pig，　35 Behavior　of　Viscous　EO　in　the　Artery　and　Arteriole　of

the　Hamster　Cheek　Pouch

a，　b　and　e：EO，　d，　e　and

i　and　i：12eco　VEO

　　　　bir＝50＃m

：40cp　VEO，　g　and　h：80cp　VEO

同様，すなわち血管径約50μm以上で塞栓が生じていると思われるのは，粘度が80

及び120。pの粘性EOの時であったが，粘度が40cpの粘性EOでもより径の細い

血管で塞栓が生じていた．

　本節においてラット肝臓及びハムスター頬袋を用いた結果は異なった．この違い

の最も大きな要因は，それらの血管構築性の違いによると思われる．つまり，ラシ

ト肝動脈は不連続な血管であるため，組織液あるいは肝実質組織側への漏出が連続
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Table　12　Relationshlp　betweefi　Diameter　ln　Cheek　Peuch　Artery　and

　　　　　AppearaRce　Tlme　of　Several　Oily　Drug　Carriers　After　lfifusioR　te

　　　　　ExterRal　Carotid　Artery　in　Hamsters

Oily　drug　Dlameter　in　artery

carriers　12e，£Lm　8e，ncm　4e）bem 2⑪μ磁

　　　　　　　　　＊　　　　E韮装b◎1量zed

；Sle）ttm　Time

EO

4e　cp－

EO
80　cp－

EO
12e　cp－

EO

　　＊＊
一〇

　　＊＊
一〇

O，　5　min

　　＊＊
．v　O

1　”v　2

　　MiR
e，　s一一　1

　　min
　　　＊＊＊
3　min

（E懸bo1韮zed）

1　min 3　min
　　　＊＊＊
2e　min　　　　　　2’一3　h

（Embolized）

　　　　　　　　＊＊＊
3！甕1嚢　　　20癬i織

　　　　　（Embolized）

10懸h辮　＿

（Embelized）

l　h

2e　min

15　mift

＊　：丁韮難e　Reeded　to　perfectly　stop　blood　f1◎w　by　田玉crovascu蓋ar　e穣bo垂韮zation

　　碑ith　o量韮y　d翌ug　carrie！闇s　。

＊＊　：　Appeara’Rce　immediately　after　infllsion　ef　elly　drug　carrier．

＊＊＊　：　Embolizatlon　started　immediately　when　the　eily　drug　carriers　were

　　　appeared．

血管であるハムスター頬袋内動脈よりも多く，流動性の小さいより粘度の高い粘性

EOで確実な血管塞栓の証拠が得られたものと推察される。

　また，本節で試験した粘性OA及び粘性EO以上の粘度，すなわち120　cp以上の

粘度を有する粘性油性薬物担体を用いたとき，その塞栓性や脈管内挙動，あるいは

次節で示す組織滞留性がどのようになるかは大変興味の持たれるところである．し

かしながら，これ以上の粘度の増加は塞栓効果を高めるものの，その塞栓部位はよ

り血管径の太いほうへ移動し，LPが持つような癌部位集積性の効果を減弱する危

険性を持つ、したがって，本論文では以後の実験においても指標粘度が120cp以下

の粘性油性薬物担体を使用するものとした．

第2節　　油性薬物担体の組織滞留性

　次に，固有動脈内に種々粘性油性薬物担体を投与したときの標的臓器内の滞留性

を定量的に評価するため，標識体を利用して経時的な放射活性量を測定した．また，

今回調製した粘性油性薬物担体がどのような臓器癌に利用可能か確認するために，
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粘性EO投与の場合において，ラット肝臓に加えてハムスター頬袋及びラット胃並

びに腎臓についても粘性油性薬物担体の滞留性を試験した。

　図36に3H一オレイン酸を含有した種々粘性OAを肝動注後の，また図37に3H

一オレイン酸を含有した種々粘性EOをハムスター頬袋，ラット肝臓，胃及び腎臓

の支配動脈より投与した後の放射活性量の経時的変化を示す。

　OAの投与において，肝臓からの放射活性の減少は速く，48時間後で全量：の3⑪％

しか残存していなかった。一方，粘性OAの投与において粘度の増加に伴い放射活

　　　　　　　　　lOO

80

@
　
6
0
　
　
穐
0
　
　
2
0

（
ω
。
◎
o
℃
馴
。
卵
》

　
h
習
〉
コ
8
0
州
℃
鐙

　　　　　　　　　o
　　　　　　　　　　　漁　　　　　　　　　2軌　　　　　　　　　48h

　　　　　　　　　　　　　　　　Time　（h）

Fig，　36　Time　Ceurse　ef　Radieactivity　iR　the　Liver　after　lntra－Arterial

　　　　　lftfusion　of　Oily　Drug　Carriers　ContainiRg　3H－Oleie　Acld　in　Rats

電；：：・・tg、

＼顧＼　”・・．．

　＼　＼　　　弓曝・％．

　　　　へ　　　　　リサロの

　　＼＼墨＼＼120　cp　VOA
　　　＼＼　　　　噛80cpV・A
　　　　＼　　＼、

　　　　＼　＼
　　　　　＼血・＼一

　　　　　　＼　＼一噸・A（・5cp）
　　　　　　＼
　　　　　　　ぬ一・一・一一一・一・血目P至。d◎1

　　　　　　　　　　　　　　　　（21cp）

oo

50

（
雷
。
℃
も
滅
）
か
甲
≧
ぢ
8
も
凝

◎♂ぎボボ

秘瓢
駕

　　鹿

　　　＼磁

ミ　尋誘尋
さ『へ母禽

踏
溜

廷
澄

。
ご

β
ミ
ミ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
輔
　
ミ

Flg，　37　Tlme　Ceurse　of　Radioactivity　iR　Sevaral　（1）issues　after　lntra－

　　　　　Arterial　lnfusioR　of　Oily　Drug　Carriers　ContalRiRg　3H－Oleic　Acid

　　　　　in　ffamsters　afid　Rats

55



性の減少は遅くなり，120cp粘性OAの投与48時間後で約80％の放射活性が残存し

ていた．この結果は粘性油性薬物担体の粘度の増加により肝組織滞留性が増加する

ことを示している．

　粘性EOの滞留性は，どの臓器においても担体の粘度の増加に伴って高まり，特

に120cp粘性EOでは，48時間後の残存放射活性量がEOに比べ有意に高かった。

各臓器間で滞留性を比較すると頬袋≧肝臓〉胃・腎臓の順になった．今回試験した

頬袋を除く主要臓器中で，最も高い滞留効果を示したのは肝臓における120cp粘性

EO投与時であり，担体の48時間後の滞留量は約45％であった．しかしながら，　SO

及び120cp粘性OA投与に比べその値は小さかった。また，胃及び腎臓での滞留量

は，最も滞留効果の高かった120cp粘性EO投与時でさえ，　EOを肝臓に投与し48

時間後の滞留量（約25％）とほぼ同程度であり，非常に消失が速かった．

　LPを肝臓に投与した場合，　EOを投与した場合よりも速く消失し，48時間後の

残存放射活性量は約10％であった。

　これらの結果について考察すると，ハムスター頬袋での油性薬物担体の高い滞留

性は，粘性EOを投与したとき，塞栓部位は異なるものの担体の粘度にかかわらず

動脈を塞栓することから，血管塞栓による血管内滞留に大きく支配されていると思

われた．一方，同様な血管系を有するラットの胃及びさらに有窓血管系を有する腎

臓では，ハムスター頬袋の結果とは異なり滞留効果ははるかに小さく，また頬袋の

顕微鏡的結果と同様な血管塞栓が起こっているかは確認できなかった．この滞留性

が小さい理由は，動脈の血流量や血流速度の違いによると思われる．一般に絶対的

な血流量や血流速度は大動脈から末梢に至るにつれ減少し，血管抵抗は小さくなる

ように調節されている。すなわち，滞留効果の差は，胃や腎臓ではそれらの存在位

置や機能面から考えても腹部大動脈の血流量や血流速度の影響を受け易く，また毛

細血管を経て動脈と静脈が連結しているので静脈へwash・一〇utされやすいが，頬袋で

は血管が同様に連結しているものの，腹部大動脈に比べ血流量の少ない総頚動脈の

支配を受け，大動脈レベルでの血流量や血流速度の影響を受けにくいので静脈側へ

のwash一・eutが小さいと考えられる。したがって，ハムスター頬袋においては，粘性

EOの消失過程が主にリンパ系への移行に支配されていると思われるのに対し胃や

腎臓においてはそれが臓器内の血管からの除去に支配されていると思われた。

　以上の結果及び考察から，今回調製した種々粘性EOの場合，肝臓以外の臓器に

対して現段階では滞留効果を得るのは非常に難しいと思われ，今後さらに油性薬物

担体の塞栓性や滞留性を高めるために，より高い粘度の付与や他の何等かの修飾を

施す必要があるものと思われた．

　そこで本節以降の実験においては，肝臓を標的臓器とし，用いた粘性OA及び粘
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性EOのうち肝臓において塞栓効果並びに滞留効果の最も高かった120cp粘性OA

及び粘性EOを以後の実験において主に用いることとし，　VOA及びVEOと略記

する．また，肝臓における滞留効果は用いた担体の違いも含めより複雑であるので，

次節の結果も含めて考察することとする．

第3節　　油性薬物担体の組織滞留機構の組織学的検討

　肝臓における粘性油性薬物担体の滞留性をより詳細に考察するため，脂肪染色法

（Sudan皿染色）を用いて組織学的に検討した．図38j，a及びbに未処理及びEO

を肝動脈内に投与10分及び1時間後の脂肪染色による肝組織標本を示す．未処理の

肝組織標本写真では，脂肪染色像（赤色～赤褐色）は観察されず，Sudan　ll陰性を

示した．一方，EO投与の場合，投与1⑪高山ですでに動脈内にEOをほとんど観察

することはできず，肝小葉辺縁部からグリソン鞘と中心静脈の中間帯に多く存在し

ていた．1時間後では，中間帯から中心静脈周辺部の中心帯に多く存在していた．

ここでは示さなかったが投与1日後においては中心体に多く存在し，7日後ではほ

とんど実質組織側に観察されなかった．これらの観察期間中，肝実質組織側で観察

されたEOは非常に微細な油滴として存在していた．さらに，組織側に移行したE

Oの中でクッパー細胞や実質細胞に取り込まれているものも観察された．

　図38c及びdにしPを肝動注後1時間及び1日目の肝組織切片写真を示す．　LP

の場合，投与1時間後において結合組織内の動脈門脈及びその周辺の実質組織に

染色像が観察され，それは6時間後においても同様であった．投与1日後，肝実質

組織側には鮮明な染色像は観察されなかったが，結合組織内に未だしPが残存して

いた．ここには示さなかったが，結合組織周辺に若干の巣状壊死が観察された．7

日後，肝辺縁に極わずかに微小の油滴を認めるもののほとんどLPによる染色像は

観察されなかった．また，LPもEOと同様に実質側で微細な油滴として観察され，

クッパー細胞や実質細胞に取り込まれているものも認められた．これらの観察にお

いて，LPの肝実質側への移行はEOよりも遅く，その量は少ないようであった．

　図38e及びfにVOAを肝動注後1及び7日目の肝組織切片写真を示した．　VO

Aの場合，投与1日後において結合組織内に染色像が認められるものの．その周辺

の実質組織側にVOAによる濃染色像が観察された．このときもまた，実質側に移

行したVOAは微細な油滴であり，クッパー細胞や肝実質細胞中に取り込まれてい

るものも観察された．しかしながら，写真下側に若干認められるような巣状壊死は

VOAが投与された肝全体にかなり多く点在して認められた．これは，　OA投与の

ときにおいても同様に観察された。7日後，これらの壊死層は修復過程に入ってい
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るようであったが1日後に比べ拡がっていた。また，壊死層辺縁にはVOAと思わ

れる微小の油滴が認められた。

　図38　9，h及びiにVEOを肝動注後，1時間，1及び7日目の肝組織切片写真を

示す．VEOの場合，投与1時間後，油滴は動脈及び門脈内に多く観察され，　i類洞

内への移行はほとんど観察されなかった．24時間後，依然として動脈及び門脈内に

多く観察されたものの，肝小葉辺縁を中心としてかなり微細な油滴の染色像が観察

され，またVEOにおいても類洞内のクッパー細胞内及び実質細胞内にも油滴が認

められた．7日後，依然として動脈及び門脈内に多く残存しており，また組織内で

の微細な油滴は肝小葉全域に渡り多く観察された．これらの観察は，VEOが非常

にゆっくりとした速度で肝組織側へ移行していることを示唆している．

　肝動脈内に投与された油性薬物担体の消失経路は，まず第1にリンパ管が考えら

れる。しかしながら，本節の結果からその明確な証拠は得られず，またどの油性薬

物担体を投与しても実質側への移行が認められた．さらに実質側へ移行した油性薬

物担体が胆管へ回収されるような証拠も得られなかった．これらの知見は動脈内へ

直接ある量の油性物質を投与すると，それらのかなりの量が実質組織側に移行する

ことを示唆している。したがって，第2節で得た肝組織滞留性の定量的な結果は以

下のように推察される。まず，OAやEO投与でさえ他の臓器に比べて遥かに滞留

性が高かったのは粘度が低い時においても肝実質側へかなり移行するためと思われ

た。2番目として粘度の増加に伴って滞留性が増加したのは，本節の結果及び第1

節の肝アンジオグラムの結果から，80cp粘性OA及び粘性EO投与で24時間以内

に血管塞栓の可能性が，またVOA及びVEO投与で少なくとも24時間の血管塞栓

の明らかな証拠が得られていることから，血管塞栓による血管内滞留と肝組織内滞

留との両方の効果によると思われた。3番目としてLPの肝滞留性が本編で用いた

油性薬物担体より低かったのはリンパへの回収の程度が大きかったためと推察され

た．4番目として，VOAの方がVEOよりも滞留性が高かったのは肝組織の広範

に亘る壊死のため肝臓の脂肪酸代謝系の低下によると思われた。Nishikawaら87）

はオレイン酸を含む不飽和脂肪酸がある種の癌に対して抗腫瘍効果を有すると報告

している．今回オレイン酸を担体として多量に使用したため，肝組織に対して殺細

胞効果を示したものと思われる。また，Hayashiら88・89）はこれらの脂肪酸を制癌

剤としてLPに溶解して動物レベルで高い抗腫瘍効果を得ている。したがって，オ

レイン酸を担体として利用する場合，慎重な取り扱いが必要となろう。

　今回の組織標本の結果からLPやVEOでは，動注後の組織側への移行過程で門

脈への逆流の証拠を得た．動脈一門脈（A－P）shuntが存在するという明らかな

証拠を呈示した成書はなく，この現象がどのようにして起こるかを本実験結果から
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考察することは難しい、しかしながら，同様の現象はLPを用いた川上らgo）や日

原ら91）によって報告されている。また，中村ら92）や大井ら93）は，この現象を

利用して肝癌（微小病変が存在する場合のみ）に対しゼラチンスポンジとLPとを

併用したセメント療法と称された治療法を施行している．いずれにしてもしPの門

脈への逆流現象の解明は，今後肝癌に対する治療効率の向上のために急務となろう。

　以上より，これまで述べてきた動注後の粘性油性薬物担体（EO及び粘性EOの

場合のみ）の挙動についてまとめてみると，まず，動注した粘性EOは棒状あるい

は球状の形で，その粘度により血管塞栓または血管内滞留が起こるe次に，結合組

織から組織液中に移行する際にリンパ管や胆管への移行があると思われる94）が，

ある量の担体がその粘度に併せた速度で血管側から組織側（類洞内）へ移行する．

この時そのほとんどが微細粒子状に類洞側に移行し，粘度の低いものほど素早く中

心静脈側へ，粘度の高いものほど長期間に亘って組織側に徐々に移行する．また，

組織側へ移行した微細油滴粒子は，その移動過程で肝実質細胞やクッパー細胞等の

網内鼠細胞により捕食されるものもある．また，可能性として胆管中に回収される

ものもあるかもしれない。

　本章の結果から，今回調製した油性薬物担体の標的可能な臓器は肝臓であり，V

OA及びVEOが塞栓性，滞留性の点で効果が最も期待できるものと思われた．

第3章油性薬物担体からの薬物の放出性

　薬物を含有した油性薬物担体からの標的臓器中での薬物放出性は，抗腫瘍効果を

期待する上で重要な因子となる。本論文の油性薬物担体は，前章の結果からその粘

度が増加すると血管塞栓を伴った脈管内滞留が増加する可能性が高いので，その投

与初期においては担体から腫瘍組織側への薬物の移行が必要であるeまた，半永久

的に脈管中に残存する固型薬物担体に対し，油性薬物担体は腫瘍組織への移行が予

測されるので薬物放出性をより厳密に制御する必要はないかもしれない。

　そこで，本章では後章で試験するモデル遠隔動物に対する抗腫瘍効果と薬物放出

性とを比較・考察するため，油性薬物担体からのセムスチン並びにシスプラチンの

放出性について検討した。

第1節　　油性薬物担体からのセムスチンの放出

　図39aにOA及びVOAからの，また図39bにEO及びVEOからのセムスチン
の放出曲線を示す．これら油性薬物担体からのセムスチンの放出は遅く，試験中ほ
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ぼ0次速度で薬物担体から放出された、また，粘度の違いによるセムスチンの放出

性に有意な差はなく，実験開始12時間後の放出量は，OAとVOA及びEOとVE

Oでそれぞれ含有量の0，1及び◎，2％であった．これらの結果は，セムスチン含有

油性薬物担体を癌支配動脈内に投与したとしてもセムスチンがその部位において担

体からほとんど放出されないことを示している、

　脂溶性の制癌剤を油性薬物担体中に封入すると，それらの親和性に多少の差はあ

るとしても担体からの逃散傾向は小さいと考えられるので，一般に放出二度は遅く

なる。したがって，特に濃度依存型の制癌剤は効果が余り期待できないことになる。

しかし，投与された油性薬物担体は組織側へ移行し，それ自身癌細胞との接触，滞

留時間が長く，また癌細胞に取り込まれるかもしれないので，担体中に溶解する脂

溶性薬物は，担体から放出されなくても組織からのwa＄h一◎utが速くなければ薬効は

期待できると思われる。事実，前田95），Yamashltaら9　6）やKawaguchlら97）が

報告しているように臨床や動物実験においては高い効果が得られており，薬物放出

の制御が必要であるかどうかは，判断することが難しい、

第2節　　油性薬物担体からのシスプラチンの放出性

　図40に微粉化したシスプラチン（粒子径く5μ搬）を含有する油性薬物担体（E

O，LP，40及び80cp粘性EO及びVEO）からのシスプラチンの放出曲線を示

す．EO及びLPからのシスプラチンの放出は速く，24時間までに含有量のほぼ

10⑪％が油相中から生理食塩水中へ放出された．また，その放出パターンは互いに

良く類似していた。一方，40cp粘性EOからのシスプラチンの放出量は初期に8e
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　　　　　O；　40　cp　viscous　EO，　A；　8e　cp　visceus　EO，　ee；　VEO

cp粘性EOやVEOに比べて多かったものの，同様な放出パターンを描き，24時間

以降非常にゆっくりとシスプラチンが放出された。48時間後のシスプラチンの放出

量は40及び80cp粘性EO及びVEOでそれぞれ45，35及び35％であった．

　このように油性薬物担体の粘度の増加で，初期放出に若干の違いがみられたがシ

スプラチンの放出パターンはほとんど変化せず，また放出は非常にゆっくりであっ

た。これは，油相中でのシスプラチンの懸濁安定性が増加したことと，巴町剤とし

て加えたECも影響を及ぼしていると思われた。　ECはマイクロカプセルの壁材料

として薬物放出の制御に用いられており，油相中のシスプラチンの拡散性を制御し

ている可能性は高く98・99），一連の粘性油性薬物担体に添加したECの濃度（2，6

～4，7％）がほぼ等しいことから，粘性油性薬物担体からのシスプラチンの放出性

に差が見られなかったものと思われた．

　標的癌組織における担体からの薬物放出性は，担体や薬物の種類さらには投与部

位により異なる。動注癌化学療法において担体が固形の塞栓材料である場合，担体

は血管内に存在するので，癌の種類にかかわらず適当な速度で癌組織へ薬物が放出

されなければならない100）。一方，油性薬物担体中に薬物を含有させる場合には，

物性に関連して上述した場合よりも薬物放出性についてより複雑となろう。脂溶性

の薬物の場合，先にも述べたように，薬物の標的化と薬物放出の重要性には格段の

差があり，薬物放出性に関してあまりシステム設計をする必要が無いと考えられる．
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これに対し，水溶性または難溶性の薬物を含有させる場合，薬物は油性薬物担体と

の親和性があまり良くないと考えられ，また油相中にそのほとんどが懸濁している

わけであるから，分散性は一般的に悪くなり薬物の野相からの分離，漏出が速くな

るので，薬物放出性に関して何らかの製剤学的な修飾を必要とする。この製剤学的

な修飾の手段としてはエマルション（W／0）にしたり10　1，102），薬物の微粉化や

油相の粘度を高めて懸濁剤を安定化することがある．このうち，粘度の増加による

微粒子懸濁型の製剤については，薬物放出性が薬効に大きく影響する．特に，我々

の目的とする血管塞栓能や滞留能を付与した薬物担体を用いた製剤では，まず，固

形の塞栓材料と同様に血管内に存在することが予測され，しかも薬物は微粒子であ

るので，薬物が溶解し担体から適当な速度で放出されなければならない。さらに，

微粒子状態であることは，担体といっしょに血管側から組織側に移行したとしても

溶解する必要があると思われる．

　今回得られた薬物放出性の結果が高い抗腫瘍効果に結びつくかどうかは，本章ま

での結果からでは判断できない．しかし，LPとVEOからのシスプラチンの放出

は極端に異なり，また，粘度の増加は癌組織においてもその滞留性を変化させる可

能性を有しており，これらの点についてその効果を比較検討することが重要であろ

う．これらのことに，さらに薬物放出制御というファクターを加えるとどの効果が

薬効に影響を与えるかが把握し難くなる。したがって，それらの効果をある程度分

離して評価する必要があり，本章においては，今回用いた油性薬物担体からの薬物

放出性だけを評価した．

第4章　　油性薬物担体及び制癌剤のモデル固型癌への集積性

　今野ら103）や福島ら104）は，LPの肝癌組織での滞留性や集積性の高いことをそ

の造影能から立証し，また癌と正常組織とのLPの消失速度が有意に異なることも

明らかにしている。これは，生体側の因子に大きく影響されると思われ，製剤側に

も高い滞留能を付与することが生体側に左右されずに効果を得る上で重要となろう．

第2章で得た結果は，製剤側の修飾により癌組織においても塞栓能，滞留能が増加

することを示している。しかしながら，癌組織との親和性効果が製剤学的修飾によ

り損失したり，またシスプラチンを微粉化懸濁して含有させた製剤においては，薬

物が油性薬物担体と同様な行動性を保持していなければ，製剤学的修飾によって高

い抗腫瘍効果を得ることが難しい．

　そこで本章では，ラットのAH　272腹水肝癌細胞移植肝癌モデル及び家兎のVX－2腫

瘍細胞移植肝癌モデルを用いて油性薬物担体及びシスプラチンの癌組織及び正常組
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織での滞留性を比較検討した。また，本実験以降セムスチン含有油性薬物担体とし

てはOA系を，シスプラチン含有油性薬物担体としてはEO系を用いた。

第1節　　油性薬物担体の癌部位集積性

　図41にAH　272腹水肝癌細胞移植モデル肝癌ラットに3H：一オレイン酸を含有した

VOA及びLPを，また図42に3H　一オレイン酸を含有したEO及びVEOをそれ

ぞれ肝動注した後の癌部位及び非癌部位（腫瘍を移植した肝臓，中間葉の肝正常部

位）における放射活性量の経時的変化を示す。油性薬物担体はその粘度及び物性の

違いにかかわらず，正常部位と腫瘍部位とで有意な滞留性の差が観察されたe投与

した油性薬物担体が癌組織を含む肝組織に均一に分布したと仮定すると，担体投与

初期の組織lg当りの放射活性量は約7，5％であり，癌部位における放射活性量は

その値に比べどの担体投与時でも高くなった．投与後48時闇まで癌部位の滞留量は

依然高く，特にVEOでは正常部位に比べ約4倍放射活性量が大きかった。また，

正常部位からの放射活性の消失はLPで最も速く，　VOAで測定期間中ほとんど放

射活性の減少は見られなかった。EO及びVEOとの癌部位における滞留煙を比較

すると，VE《）はEOよりも消失速度が遅く長時間癌部位に滞留しており，48時間

後の癌部位滞留性はE◎のそれよりも約3倍高かった、

　次に，これら油性薬物担体の癌組織内動態をVル2腫瘍移植肝癌家兎を用いて組織

学的に検討した．図43にVX－2肝癌家兎にLP及びVEOを肝胆注した時の脂肪染色
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みられ，さらにその壊死部と生腫瘍細胞との境界部付近に内因性と思われる脂肪変
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性による広範かっ多量のSudan　ll陽性像が観察された．したがって，油性薬物担体

の肝組織移行性の評価は困難であるので主に脈管内挙動についてのみ検討した．

　LP動注後の組織像は，10分後で既に腫瘍内部の毛細血管内に広く分布しており，

また，同様にVEO動注後の組織像も10分後で腫瘍内部の毛細血管内に多く分布し

ていたが，この時腫瘍周辺のグリソン鞘内の動脈にも油滴が観察された．

　以上の結果から，種々油性薬物担体を動注すると担体の癌部位集積性は高く，癌

部位と正常部位との滞留性が有意に異なり，また担体の粘度の増加と共に癌部位に

おける担体の消失速度が減少することが明らかとなった．

　これらの結果は，緒言でも述べたような癌組織の特徴に加え担体の粘度の増加に

よる滞留性の増加の相加または相乗効果によると思われる．Rubinら105）の提示し

た癌新生血管の構築モデルによれば，単位体積あたりの血管容積は正常のそれに比

較して有意に高くなるし，また，田中ら106）も腫瘍の壊死部の存在で見かけ上腫瘍

部の血流量は減るものの生腫瘍部のみでは血流量が正常のそれに比較して大きくな

ることを報告している．さらに福島ら1　c）　7）や鈴木ら108）は圧力に対する癌新生血管

の反応性は鈍く，昇圧によって腫瘍血管内の血流量が増加することを報告しており，

これらの報告は上述した結果，特に薬物担体投与初期の滞留及び集積効果を支持す

るものである．加えて，Jainlo9｝やGuliinoら110）が報告したように腫瘍組織内の

間質スペースの増加やリンパ管の欠如，きらに高分子や油性物質の新生血管膜透過

性の充進は，組織側に移行した担体の組織からの消失速度を遅くすることを示して

おり，第3章及び本章第1節で得た結果はこれらのことを反映していた．

第2節　　シスプラチンの癌部位集積性

　セムスチンは油性薬物担体中で溶解し，また第3章の放出実験からもわかるよう

に長期に亘って担体中に保持されており，その癌部位での挙動はほぼ薬物担体と同

様であろう．しかしながら，シスプラチンの場合，油性薬物担体中に懸濁した状態

で含有されており，その動態が担体と同様であるかは明らかではない．そこでシス

プラチン含有油性薬物担体動注後のシスプラチンの滞留性・集積性を検討した．

　図44に，AH　272腹水肝癌細胞移植モデル肝癌ラットにシスプラチン含有油性薬物

担体を半平注したときの腫瘍及び正常部位のシスプラチンの組織内濃度の経時的変

化を示す．先の油性担体自身の結果と同様に，どの担体の場合も正常部位と癌部位

とでシスプラチンの滞留量に差がみられ，またそれらの部位からの消失速度は異な

り，担体の粘度の増加に伴ってシスプラチンの癌組織からの消失速度は遅くなった．

また，癌部位集積性も高まり，特にVEO投与で腫瘍部位48時間後の組織内濃度が
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正常部位に比べ約5倍，EO投与の腫瘍部位に跳べ約6倍高かった、

　次にVX－2腫瘍細胞移植肝癌家兎にシスプラチン含有油性製剤を同様に投与し，図

45のように，肝組織の摘出部位を腫瘍部，その近傍，遠隔及び未処置の4っの部位

に分け，それらの各時間における各部位のシスプラチン濃度を表13に示す．シスプ

ラチンの生理食塩水溶液投与群において，投与1◎分後よりシスプラチンの組織内濃

Non－tveatment
　　S耗e

Cla叩

Infusion　site　rv

PHA
i“iii｝ii＄ilii，，　N＆liililiiliiiik

Distal　site

Proximal　site

Tumor　region

矯囎　　　Foγ’ceps

CHA：　Common　hepatic　artery
PHA：　Proper　hepatic　artery
GDA：　Gastro－duodenal　artery

Fig，　45　Schematic　Diagram　of　Resectiofi　Sites　ef　the　Llver　in　VX－2　’1”umor－

　　　　　Bearing　Rabbits
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Tab韮e　13　　C董sp監ati轟　Concentrat孟。轟　1薮　the　several　Sltes　of　毛he　L量ver

　　　　　after　I難毛ra－Arter董a｝　1難fus量◎簸　of　Cisplatln－L◎a｛垂ed　Several

　　　　　Oilv　Drgg　Carriers　ifi　VX－2　Tumor－Bearing　Rabbits

Site　Cisplatln　Concentratioft　（icgeg／g　tissue，meaR±S．E，）

　　　　1◎　窪蓋i織　　　　　　　　3　day　　　　　　　7　day　　　　　　　　14　day

Ci　，s　platl　fi

G．　9％　 NaC韮

solR．

Cisplatin　一一一

韮◎aded　LP

Cisp董a宅圭轟一

10aded　蓋套◎

C韮sp韮at董韮1L一一一

leaded　VEO

TS　2．　27±e，　25

PS　L　43±e．62

DS　1．3e±e，36

NS　　　◎，　61＝±二〇．　36

TS　24，　69±3，　81

PS　8，　54±2．　35

DS　2，52±e，38

NS　2，　22±e，　36

TS　14，　44±2，　24

ps　s，　eo±o，　ss

DS　2．　06±e．　66

Ns　e，　14±e，　03

TS　43，13±16，2

PS　11，　93±2，　24

DS　4，63±1，　12

NS　2．　79±2，　24

g，　63±e，　34

e．　78±O，　31

　　ND

　　ND

8，　e9±2，　25

2，　69±e，　46

1，　46±C，　e？

e．　sl±e，　20

4，　9？±e，　87

1，　74±e，　4e

O，　52±e，　27

e，　eg±o，　07

45，　52±13，　6

11．　24±　6，　61

1，　51±O，　90

1，　73±L　41

　　ND　ND
　　ND　ND
　　蕪D　　　　　　　ND

　　ND　NO
5，　68±2．　65　e，　80±e．　34

e，　31±e，　16　ND

　　翼D　　　　　　　ND

　　ND　ND
l，　88±1，　21　1，　82±．1， 57

e，　75±e，　55　ND

　　ND　ND
　　翼D　　　　　　　賛D

9，　61±2，　35　4，　84±2，　86

5．81±2， 23　e． 24±e． 2
1

e，　es±e，　06　ND

　　恥　　　　　　　　聾D

TS　：　　Tu飢or　S壼te　，　PS　：　　Pr◎xl孤a韮　Site，　DS　：

NS　：　　賛on一毛rea£難e勲t　Slte

Dlstal　Site，

度は他の油性薬物担体投与群に比べ有意に小さく，また摘出部位間では若干腫瘍部

位で高くなる傾向が見られたものの，他の部位との有意差は見られなかった。

　一方，3種油性薬物担体を投与した各群において，どの担体を投与しても腫瘍部

位のシスプラチン濃度は他の部位に比べ高かった。投与されたシスプラチンが癌組

織を含む肝組織に均一に分布したとすると，その濃度は約5μg／g・tissueとな

る。投与後1e搬hにおける癌組織内濃度は，平均濃度に比較してEO，　LP及びV

EOで，それぞれ約2．9，4。9及び8．6倍高かった。

　これら3種油性製剤間の癌部位でのシスプラチンの滞留言及び集積性を比較する

と，投与14臼目までシスプラチン濃度は，VEO＞EO≧LPの順に高い傾向が見

られ，14日目の腫瘍内シスプラチン濃度は，VEOがEOの2，7倍，　LPの6．0倍
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高かった。また，これら製剤間の腫瘍内のシスプラチンの消失速度は異なり，LP

及びEO投与群でその初期にシスプラチンの速い消失がみられ，比較的低濃度で14

日目まで推移していた。これに対して，VEO投与群では3日目までシスプラチン

の組織内濃度は変わらず，その後7日目まで比較的速い速度で消失した後，14日目

までゆっくりとした速度でシスプラチンが消失した。また，VEO投与群ではしP

やEO投与群よりも高い濃度で長期（少なくとも14日目まで）にわたり推移してい

た。さらに，VEO投与群では，実験範囲内で腫瘍周辺部も他の投与群に比べシス

プラチンの濃度は高く，腫瘍部位と同様な消失過程を示した。

　ラットのAH　272肝癌モデル及び家兎のVX－2肝癌モデルの結果から，薬物担体を動

脈より投与すると薬物も癌部位集積性が高くなり，また癌部位と正常部位とで滞留

性は有意に異なった。加えて，担体の粘度の増加と共に癌部位における滞留性が増

加し，その消失パターンは異なることが明らかとなった，これらの結果は，微粉化

した薬物を懸濁化剤として投与しても癌部位滞留性が増加することを示している。

　ラット及び家兎の担癌モデルにおいて癌部位への薬物の集積性は高かったものの

種差によりその集積性に差が見られた、Okagakiら111）は，油性薬物担体としてL

Pを用いWalker　256肉腫をラットの肝癌モデルに利用し塩酸アクラルビシンの，

またFukushimaら81）は我々と同様に家兎VX－2担癌モデルを用いてシスプラチンの

集積性を，さらにIwaiら112）は家兎VX－2油魚モデルを用いてLPの集積性を検討し

ているが，著者と同様な結果となっており，担癌動物モデルの違いによって薬物担

体及び薬物の集積性に差があるものと思われた。この違いは，AFI　272細胞が増殖活

性が強く肝組織内に浸潤，遊離するため，癌新生血管を含む癌組織が1個の個体と

して成長する以前に試験しなければならないのに対し，VX－2細胞では増殖活性がよ

り弱いために癌新生血管に富んだ癌組織が1個の個体として成長した段階で集積性

の試験を行うことができたためと考えられる，したがって，AH　272細胞のような癌

種の場合，固形の薬物担体のような標的化能，すなわち脈管滞留能の大きな担体ほ

ど有用性が高いかもしれない。

　本章の結果はVOAやVEOを薬物担体として用いることで癌組織における薬物

の滞留性や集積性を増加させ，かっその消失速度がLPよりも遅いことから，より

有用な薬物担体として利用可能であることを示している。

第5章 モデル固形癌に対する制癌剤含有油性薬物担体の

抗腫瘍効果

前章までに制癌剤を含有したVOA及びVEOの“標的化”システムとしての有
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用性を評価してきた．これらのシステムは，臨床的に評価の高いLPよりも癌部位

滞留性や集積性に優れ，より高い抗腫瘍効果が得られる可能性は高い。しかしなが

ら，第1編でも示したようにas標的化s’の成立と薬効とが必ずしも一致するとは限

らないと思われ，DDSと薬効との関係を明らかにすることは，その結果に基づき，

さらにより良いDDSとして改良していくためにも最も重要であろう。

　そこで本章では，ラット及び家兎の肝癌モデルに対するセムスチン含有VOAま

たはシスプラチン含有VEOの効果を延命または腫瘍増殖率から検討した．

第1節　超272腹水肝癌細胞移植モデル肝癌ラットに対する制癌剤含有油性薬物

　　　　担体の抗腫瘍効果

　表14に，AH　272腹水肝癌細胞移植モデル肝癌ラットにセムスチンを含有した各製

剤を肝動注したときの平均生存日数とT／C％を示す。未処理群に比較してOA投

与群で若干，VOA投与群で比較的延命効果が観察され，　VOAのT／C％は138

であった．この結果は，用いた担体自身にも抗腫瘍活性があることを示している．

一方，セムスチンを含有したOA投与群ではVOAとほぼ同様の延命効果が見られ

た、これに対してセムスチンを含有したVOAの延命効果は大きく，　T／C％は

3腿．2であり，45日以上生存したいわゆる寛解ラットも10匹中4匹存在した．この

Table　14　Effect　of　Semustifte一一Loaded　VOA　on　Survival　of　AH　272

tht　m　Barra　R　a　t　s　umm
聾唖黙ber　　　　S繧rviva1　　 （d）

of　　rat　（mean±S，　E，　）

＊
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一
▽
儒

　　　　　＊＊
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01

1
0
1
0
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9，　6±　O，　56

11，　4±　e，　90

13。　3＝ヒ1，　35

12，　2±　O，　89

29，　2±　4，　33

M，　8
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3e4，　2
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4

　　　　　　　survival　time　of　olly　drllg　carrier－treated　greup＊　 ．　　T／C　　（％）二　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×　100
　　　　　　　survival　time　of　O，　9SO6　NaCl　soletioft－treated　group

＊＊　：　This　meaRs　number　of　rat　survived　ever　45　days，
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ことは油性薬物担体の粘度の増加により，薬物のes標的イピが増加して抗腫瘍効果

が増強されたことを示しているe

　第3章において，セムスチンの油性薬物担体からの薬物放出がほとんどないこと

を明らかにした。したがって，hviVOにおいても同様である可能性は大きく，本

節で得られた高い抗腫瘍効果には薬物放出の有無が関係していないことになる。す

なわち，癌組織内に標的化された薬物が担体と一緒に細胞内に取り込まれ，それが

抗腫瘍効果に結びついたと思われる。

　これらの結果及び考察は，脂溶性の制癌剤（セムスチンだけかもしれない）と油

性薬物担体との組み合せで，かっAH　272細胞系のような癌種において，持続した標

的化の成立だけで高い抗腫瘍効果が得られることを示している。

　表15にAH　272移植モデル肝癌ラットにシスプラチン含有油性製剤を肝動注したと

きの平均生存日数とT／C％を示す。生理食塩水投与群に比較して薬物を含有して

いないVEO投与群では延命効果が得られなかったのに対し，シスプラチンを溶解

した生理食塩水，シスプラチン含有EO，　L沿及びVEO投与群のT／C％は，そ

れぞれ128，8，123、1，145，5及び212，2となり，どの投与群においても延命効果

’1’able　15　Effect　ef　CisplatiR－Loaded　Several　Oily　1］）rgg　Carrlers　oft　the

　　　　　Sur．v｝v段1　1n　AH　272　丁穏rn◎r－Be＆r｝堅轟ts

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊寒N騒田ber　　　　Survival　　　（d）　　　　　　T／C　　　　　　　　　　L◎ft霧　電erm

of　　rat　（mean±S，　D，　）　（％）　＄urvivor

e，　go％　Nacl

So1　fi，

VEO

Cisplatin

solutioR

CisplatiR－

loaded　EO

Cisplatin－

loaded　LP

Cisplatin－

leaded　VEO

7エ

◎1

11

6

7

01

15，　6±　1，　5

13，　6　1　1，　3

20，　1±　4，　4

19，　2±　4，　O

22，　7±　3，　7

33，　1±　4，　8

87，　2

128，　8

123，　1

145，　5

212，　2

o

o

o

o

o

2

　　　　　　　survival　time　ef　oily　drug　carrier－treated　group
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×　100＊：　T／C　（9／e）　”

　　　　　　　survival　time　ef　e，9Se｝6　NaCl　selutiefi一一treated　group

＊＊：　This．meaRs　number　ef　rat　survived　over　60　days，
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が認められた。特に，シスプラチン含有VEOは他の油性製剤投与群に比して延命

日数が延長し，60日以上延命した寛解ラットも10匹中2匹存在した。この寛解ラ

ットの解剖所見から，腫瘍を移植した肝中間葉は刀痕治癒し，他の肝小葉への転移

または製剤投与による損傷は認められず，ほぼ完治していた。

　これらの結果は，担体の機能を高めるために評価した前4章までの結果とよく対

応しており，粘度を増加した油性薬物担体の有用性が示唆された。すなわち，先の

セムスチンの結果と同様にAH　272細胞系においては薬物の持続した標的化の成立が

抗腫瘍効果に大きく影響しているだろうことを示している。また，第3章のシスプ

ラチンの放出結果は，EO友びしPからのシスプラチンの放出は速く，　VEOから

は持続的な放出の後ほとんど放出されないことを示しており，本担癌系においては，

このような油性薬物担体からの薬物放出性も抗腫瘍効果に関与していると思われた。

第2節　　VX一一2腫瘍細胞移植モデル肝癌家兎に対するシスプラチン含有油性薬物

　　　　　担体の抗腫瘍効果

　VX－2腫瘍細胞移植肝癌家兎においては，　AH　272細胞系よりどの油性薬物担体の投

与でもシスプラチンの癌部位集積量は多く，また滞留性も高い．そこで，VX－2腫瘍

細胞移植肝癌家兎に対するシスプラチン含有油性薬物担体の抗腫瘍効果も検討した。

　図46に，VX－2肝癌家兎にシスプラチンを溶解した生理食塩水または各種シスプラ

チン含有油性薬物担体を肝動脈より投与したときの各投与群の半々の投与前の腫瘍
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体積に対する投与7日目の腫瘍体積の増殖率を示す。シスプラチンを溶解した生理

食塩水投与群では，半数以上の個体で腫瘍の増殖が認められたのに対しシスプラン

チン含有E　O，LP及びVEO投与群ではほとんどの個体で増殖は認められず，担

体間で有意差はなかった。これらの結果は，標的化能を高めるために修飾した薬物

担体の粘度及びその結果得られた薬物放出性の違いによる効果が，VX－2腫瘍系では

あまり発揮されなかったことを示している。

　この要因について再考すると，AH　272腫瘍移植モデルで観察された油性薬物担体

の粘度の違いによる抗腫瘍効果の差は，EOやしPの投与での薬物のより早い消失，

すなわち持続的な標的化の不成立のみによると考えられるが，癌組織への薬物の集

積性がEO投与でさえもAH　272腫瘍移植モデルよりも高かったVX－2腫瘍移植モデル

においては，そのことが油性薬物担体間で抗腫瘍効果に差が見られなかった要因の

一つになっていると思われた．次にVX－2腫瘍移植モデルに対する抗腫瘍効果だけに

注目した場合，初期の薬物の標的絶対量はVEOで最も多く，また持続的な標的化

もVEOで最も高い．そこで，腫瘍増殖に対するこれらの効果をよりはつきりさせ

るために，製剤投与3日後及び14日後の腫瘍体積の変化を測定した。

　図47に各種シスプラチン含有油性薬物担体投与3日，7日及び14日後の各群の腫

瘍体積の変化を示す．シスプラチンを溶解した生理食塩水溶液投与群では3日目ま

で腫瘍体積の増殖は認められなかったが，3日目以降に腫瘍体積の指数関数的な増

殖が認められた。この結果は，一時的にシスプラチンの癌局内濃度が高まることで

投与後3日目までの増殖を抑制することを示している．一方，他の油性薬物担体投

与群では14日目において腫瘍体積が若干増加したものの，やはり3種油性薬物担体
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間でその有意差は認められなかった。また，このとき3種油性製剤投与群の肝組織

標本の解剖所見から未だ生癌細胞の存在が認められた．このように長期にわたる実

験系においても効果に差がみられず，解剖所見も同等の評価であった、したがって，

本結果からVル2腫瘍のような臓器中に独立した個体として存在する固形癌では抗腫

瘍効果に対して見かけ上，粘度の効果があまり影響しないことになる。

　しかし，VEOの投与で薬物の標的絶対量が最も多く，持続的な標的化も最も高

いことと抗腫瘍効果がEOやしPの投与と同等であるという相矛盾する結果は，標

的化を高かめることが薬効に結びつかないというよりはむしろ標的化された薬物が

有効に利用されていないのではないかと推察することができる。すなわち，第3章

で得たhvitroの放出結果がh　vivoの抗腫瘍効果に反映するとすれば，家兎のVX

－2腫瘍モデルに対するシスプラチンの増殖抑制効果に寄与した遊離のシスプラチン

量はどの油性薬物担体も同じであると考えられ，EO及びLPの投与では投与初期

に放出されたシスプラチンが薬効に主に関係しており，VEOの投与では腫瘍組織

中に滞留した薬物のうち徐々に放出されたシスプラチンのみが薬効を発揮している

と考えることができる。したがって，この考え方から言えば，VEOにより標的化

されたシスプラチンは有効に利用されていないことになる。

　本章まで，薬物の衡標的化pmを主目的にシステム設計を考えてきた．その結果，

粘度を高めた油性薬物担体とすることで，薬物の標的化，すなわち癌部位集積能や

滞留能が増加し，臨床的に高い評価を得ているLPと同等かあるいはそれ以上の優

れた薬物担体とすることができた．しかしながら，特に，懸濁化剤のような剤形と

して油性薬物担体を用いる場合には，標的化能ばかりでなく薬物放出性も抗腫瘍効

果に対する重要なファクターになると思われ，薬物放出制御能も有するシステムの

設計が必要になってくるものと思われる、

第6章 薬物放出制御を目的とした粘性油性薬物担体からのシスプ

ラチンの放出性とモデル腹水癌に対する抗腫瘍効果

　シスプラチンを微粉化・懸濁した油性薬物担体には薬物放出制御能が必要である．

第3章で得た油性薬物担体からのシスプラチンの放出性は，EOやしPでほぼ全量

が24時間以内に，VEOで約25％が2塒聞以内に放出され，その後ほとんど放出が

みられない。さらに，VX－2腫瘍モデルを用いた前章の結果から，シスプラチンの油

性薬物担体からの放出性について放出制御の観点からシステム設計を考えると，シ

スプラチンを含有した担体を動注により標的部位の脈管中に滞留させた後，初期に

ある一定量（副作用の発現量以下まで）の薬物が担体から放出され，その後適度な
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速度で徐々にシスプラチンが放出するような製剤設計が望ましいと考えられる。

　そこで，VEOに非イオン性界面活性剤を添加してVEOからのシスプラチンの

放出性の制御を試みた．本章で用いた油性薬物担体を添加剤の種類や量により区別

するため，表16に用いた油性薬物担体を示した．

wwt　b　l　16　O　l　D　C　a　r　r　i　r　s　m－U－st－sluna－e　d　wwlww！t！wwlll一11rmLsT　h　i　s　S　e　c　t　i　o　fi

Sample

Clsplatiit　CenteRt

　　（ng　／　ml）

Surfacta　nt

　（1　906）

EO－1

LP－1

V琶0ヨ

’r，，VEO－1／4

T，，VEO－1／2

T80V猛0－1

S，，VEO－1

S，，VEO－2

S，，VEO－1

S，，VEQ－4

1，　0

1，　e

1，　e

O，　25

0，　5

£e

1，　0

2，　e

LO
4，　e

Tweeft　8e

Twee霞8⑪

Tween　80

SpaR　2g

Spaft　2g

Spaft　8e

Spait　8e

第1節　非イオン性界面活性剤を含有した粘性油性薬物担体からのシスプラチン

　　　　の放出性

　図48に種々の非イオン性界面活性剤を1％含有するT8。VEO　一1，　S2。VEO－1

及びS8。VEOヨからのシスプラチンの放出曲線を示した、含有させた界面活性剤

のHLB値が大きくなると，すなわちその親水性が増加するとシスプラチンの放出

は速くなった。Twee　lt　80を添加したT8。VEO　一1からのシスプラチンの放出は24時

間までにほぼ全量が放出されたが，S2。VEO　一1及びS8。VEO　一1からは24時間ま

でに，それぞれ全量の1／2及び1／4が放出された後，徐々にシスプラチンが放

出された。これらの結果に基づき，図49に第3章，図4⑪のシスプラチン含有生理食

塩水，EO及びVEO（本章におけるEO　一1及びVEO－1に相当する，以後EO　一1

及びVEO－1と略記）からの放出結果も含め，担体中の残存量の対数値として示す。、

EO－1及びT，。VEO－1中の残存量の10％までの対数値は，時間に対してほぼ直線

であったのに対し，VEO　一1，　S2◎VEO－1及びS．8。VEO－1中の残存量の対数値

は24時間前後で傾きの異なる2本の直線となった。そこで，図49の最初の直線の傾
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Fig．　49　Profiles　of　％　RemaiRiRg　ln　Cisplatin－Loaded　Oily　Drug　Carrier＄

きから放出速度定数，k，を，　VEO　一1，　S2。VEO－1及びS8。VEO－1の2本目

の直線の傾きからk2を仮定して算出し，これら油性薬物担体からのシスプラチン

の放出速度を比較した（表17）。k、は界面活性剤の親水性が増すと大きくなった．

一方，S2。VEO－1とS8。VEO　一1のk2はほぼ等しかったが，　VEOのk2より

も大きくなり，この相の薬物放出速度がVEOよりも速くなることを示していた。
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Table　17　Klnetic　Parameters　fer　CisplatiR　Release　from　CisplatiR一一

Sample k，　（h－i） 7 k，　（h－i） 7

e，　g　％　Nacl

sol　n．

EO－1

VEO－1

（1）　seVEO－1

S，，VEO－1

S，，VEO－1

O，　576 e，　997

O，　359　e，　995

0，　0245　e，　994

e．　168　O． 99？

e
， 0597　O， 994

e
， 0222　e，　9998

L693×10nv　3　O， 9998

5，　48　＞く10m3　　0，　997

5，21　×le一：　e，998

これらの結果は，非イオン性界面活性剤の添加によりVEOからのシスプラチンの

放出をある程度制御できることを示している．

第2節　　モデル腹水癌を利用した薬物放出制御製剤としての粘性油性薬物

　　　　　担体からのシスプラチンの放出性の最適化

　VX－2腫瘍に対するシスプラチン含有EO及びLPの抗腫瘍効果は，投与初期に放

出された遊離のシスプラチンによると予測した。EO及びLPからのシスプラチン

の放出は12時間以内に，またT8。VEO－1からは24時間以内にほぼ終了することか

ら，初期の有効速度を推察するため，ラット腹腔を局所と仮定して，ラット腹水肝

癌に対するシスプラチン含有EO，　LP及びT8。V　E　O　一1の延命効果から判定したe

　表18aにAH272腫瘍細胞をラット腹腔に移植後3日目にEO－1，　LP－1及びT8。

VEO　一1を投与したときの平均生存日数及び製剤投与前と投与3日後の体重の増加

率（％）を示す。薬物を含有しないVEOを投与した群の平均生存日数が6，9日で

あるのに対しEO－1，　LP　一1及びT8。VEO－1投与群の平均生存日数はそれぞれ

11，35，12，38及び11，56であり比較的高い抗腫瘍効果を示した。また，この薬物

投与量で体重の減少は観察されなかった。これらの結果は，EOやしPからのシス

プラチンの放出速度とT8。VEO　一1からの放出速度の間で初期の抗腫瘍効果に対す

る有効速度にほとんど差がないことを示している。

　そこで，T8。VEO－1の効果を基本とし，24時間までに放出された薬物量と抗

腫瘍効果との関連性を調べた．図5◎にT8。VEO　一1とシスプラチン含有量がその

1／2及び1／4であるT8。VEO　一1／2及びT8。VEO　一1／4からの累積放出曲線を

示す．シスプラチンは含有薬物量に依存して放出され，その放出パターンはほぼ同
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Table　18　Antitumor　Effect　ef　Cisplatin－Loaded　oily　Drug　Carriers　ofi

　　　　　S縫rviva｝　i塁　A｝至　272　Ascites　◎蚕　Rats

Sa騨｝e

Dese　ef

Cisplatin

（μ9／raの

　　　　Weight

Number　change

of　rat　（SO）6）

MeaR　 sgrvival　T／C

　（　 d±S，　E，　）　（SO）6）

a

VEO

Ee－1

LP－1

（r，，vEo－1

　o

lee

leo

loe

ハ
》
6
8
厚
f
1

8，　7

12，　5

12，　3

12，　8

6，　9e±O，　25

11，　35±　1，　25

12，　38±　1．　44

11．　56±L　38

164，　5

179．　4

166，　7

b

T，，VEO－1／4　25

T，，VEO－1／2　5e 5
6

11，　8

14，　1

7，　40±e，　25

8，　33±O，　42

107，　2

12e，　7

c

Ci＄platin　10e
sol　fi，

s，，vEo－2　2eo

s，，vEe－4　400

8

1e

l
e

e，　7

12，　8

1L　2

15，　57±L　56

2e，　6　e±　3．　74

32，　80±6，　92

225，　7

298．　6

475，　4

d＊

Cisplati　ll

soln，

　　　懸leo　×　le　　　　　　le
　　寒＊＊
545，　8

＊　 ；　This　coluran　shows　result　ef　Sato　et　aL　．　”3）

＊＊：　lee，u　g／day　was　admiRlstrated　ift　AH　272　ascites　ef　rat　for

　　le　days，

＊＊＊　：This　value　is　（mean　survival　of　rats　treated　cisplatin　solfi，　／

　　　meaR　si」rvival　of　rats　ften－treated　）　×　100

様であった。次に，T8。VEO－1／2とT8。VEO　一1／4の抗腫瘍効果を測定した。そ

の結果を表18bに示す。表18aに示したT8。VEO　一1投与群の結果とこれらの結果

より，薬物含有量の増加で抗腫瘍効果が高まることが明らかとなった。このことを

より明確にするため，T8。VEO中のシスプラチン含有量に対するT／C％を図51

に示す、その結果，シスプラチンの含有量に依存してT／C％は増加した。したが

って，初期の薬物放出による抗腫瘍効果を高めるため，T8。VEO中のシスプラチ

ン含有量をさらに増加させることが可能と思われるeしかしながら，表17cに示し
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　　　　　囲；’r80VEO－1，《；T80VE◎一1／2，㊥；T80四〇一1／4

たようにT8。VEOヨの4倍量のシスプラチン生理食塩水を投与した群の延命効果

は，T／C％が225，7とT，。VEO－1投与群よりも高いもののラット体重の増加は

見られず強い副作用が発現している可能があり，T8。VEO中の薬物量の増加は副

作用を招く危険性を持つ．そこで本実験では，シスプラチンが初期に放出されて有

効に利用される量をT8。VEOヨに含有された量，すなわち1㎎／mlに設定した、

　次に，24時間目以降の薬物放出性について検討した。図49の結果より，S2。VE

O－1及びS。。VEO　一1からのシスプラチンの放出性は，放出実験開始24時間前後で
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傾きの異なるゆっくりとした放出パターンを示し，かっ2塒問までのシスプラチン

の放出量はT8。VEO－1の1／2及び1／4であった。表18aに示したように，放

出実験24時間までの放出速度は，その時点までに放出される薬物量が同じであれば，

抗腫瘍効果にほとんど影響がなかった。そこで，S2・VEO及びS8。VEOからの

シスプラチンの24時間までの放出量をT8。VEO－1からのそれと同様にし，24時間

目以降のシスプラチンの放出性が異なるようにS2。VEO　一1及びS8。VEO－1のそ

れぞれ2及び4倍量の薬物を含有するS2。VEO　一2及びS8◎VEO　一・4を調製した。

　図52に，T8。VEO　一1，　S2。VEO－2及びS8。VEO－4からのシスプラチンの累

積放出曲線を示す。これら油性薬物担体からのシスプラチンの放出は実験開始24時

間目の累積量がほぼ等しくなった後，薬物含有量に依存してS2。VEO　一2及びS8。

VEO－4からシスプラチンが徐々に放出された。

　次にS2。VEO　一2及びS8。VEO　一4の抗腫瘍効果を試験した（表17c）。これら

の製剤投与で延命効果は増大し，特にS8。VEO一般与群でT／C％が475，4であ

った。また，ラットの体重の減少は観察されず副作用は小さいと思われた。S。。V

EO－4と同量のシスプラチンを含有した生理食塩水投与群のT／C％が225．7であ

り，体重の増加が見られず副作用の可能性があること，また表17dに効果の指標と

して示した佐藤ら113）のシスプラチンの連続投与（⑪，1㎎／rat／day×10）によ

るスクリーニング結果を我々の結果と比較すると，そのT／C％が545，8であるこ

とから考えてもこれらの製剤，特にS8。VEO－4は薬物放出制御製剤として有用性

は非常に高いものと推察される。

　本章において，前章までの結果から考えて粘性油性薬物担体の薬物放出制御製剤
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としての可能性を検討した。ラット腹腔を局所と仮定したとき，今回調製したVE

O中，S8。VEO　一4は早い時期に一定量のシスプラチンを放出し，その後徐々に薬

物を放出する放出制御製剤として担癌ラットに対して有効に作用した．このことは，

著者が本章において当初考えたシステム設計の妥当性を示すものである。これらの

結果が局所固形癌にそのまま当てはまるとはいえないが，界面活性剤の添加により

VEOは副作用を発現させることなく比較的多量のシスプラチンを（少なくともシ

スプラチンの溶液投与で副作用が発現するレベルまで）投与することが可能であり，

含有させる界面活性剤の種類を変えることによって固形癌の特性に合わせて薬物放

出制御製剤としての機能設計も十分組み立てることができるものと思われる。

第7章　小括

　6章に亘って油性薬物担体として粘性オレイン酸及び粘性オレイン酸エチルを選

択し，動脈内注入療法と組み合わせ設計した癌局所のas標的化SWを主目的としたシ

ステムについて述べてきた。本システムは癌組織の特性に墓ついた油性物質の癌組

織集積性や滞留性の高さを，それに製剤学的修飾（粘度の増加）を施すことで撫管

塞栓を伴なった集積性及び滞留性をさらに増強して藍糠的化swを計るものである。

今回，オレイン酸及びオレイン酸エチルの増粘剤としてステアリン酸アルミニウム

（AS）またはエチルセルロース（EC）を添加して粘性油性薬物担体とすること

で標的化能の増強を計った，したがって，粘性油性薬物担体の標的化効果は，まず

それらの粘度の関数として試験することが望ましく，それゆえ調製された粘性油性

薬物担体は粘度を規定できるニュートン流動体であることが望ましい。しかし，こ

れらの粘性油性薬物担体の流動曲線は，それらが非二・k　一トン流動体であることを

示し粘度を規定することができなかった、そこで指標粘度を決定した、オレイン酸

とAS及びオレイン酸エチルと｝icCの組み合わせで，一一定ずり速度で測定したずり

応力の変化は小さく，またある時間範囲内でほぼ一定の値に収束する傾向を示した

のでこの条件で粘度の影響を試験することが可能であると判断し，その値を粘性油

性薬物担体のみかけの粘度（CP）と定義して以後の実験に使用した．

　セムスチンのような脂溶性の薬物の場合，ほとんど油性薬物担体中に溶解してい

るので投与後のセムスチンの挙動はほぼ油性薬物担体と同様であろう。一方，シス

プラチンのような難溶性やあるいは水溶性薬物で今回のような懸濁状態で油性薬物

担体中に封入した場合，その動態は油性薬物担体のそれと異なる可能性が考えられ

た。しかしながら，恐山動物に対してシスプラチンを懸濁含有した油性薬物担体を

投与したときのシスプラチンの動態はほぼ担体と同様であり，加えて薬物担体の粘
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度の増加により懸濁安定性も増加することから，微粉化・懸濁剤という剤形が難溶

性や水溶性薬物の動脈内投与に有効な手段になると思われた。

　油性薬物担体自身の臓器レベルでの標的化能は臓器滞留性の定量的評価から，選

択した臓器中，肝臓において粘度の増加に伴ない比較的高くなる傾向が見られた。

この薬物担体の粘度の増加による臓器滞留性の増加は，肝臓のアンジオグラムの結

果から血管塞栓能が増加すること及び脂肪染色標本の結果から血管中に滞留した薬

物担体が徐々に組織側へ移行することによると推察された。また，VX－2wa瘍を肝臓

に移植した家兎における脂肪染色標本を用いた組織学的な結果は，癌新生血管にお

いて粘度の低いオレイン酸エチル（5cp）でさえも血管壁に付着するように新生癒

必中に存在するものの粘度の増加で新生血管を塞栓するように存在し，また癌部位

周辺の動脈内にも油の存在が認めらることを示していた、このことはシスプラチン

のVX噸腫瘍移植肝癌家兎における油性薬物担体の粘度の違いによる初期の癌部位集

積性の差として定量的に確認されたe加えて標識体を用いた肝臓における正常部位

と癌部位の滞留性の比較で，正常部位よりも癌部位のほうが放射活性が高く，また

粘度の増加で癌部位における滞留性が増加した、さらに薬物の癌部位集積性，滞留

性も増加した。これらの結果は当初著者がシステム設計した癌組織の特性に加え，

油性薬物担体の粘度の増加という製剤学的修飾による担体の標的化の増強に伴なっ

た薬物の醐標的化SWが設計通りに成されていることを示唆するものである、

　しかしながら，VX－2腫瘍移植肝癌家兎に対するシスプラチンを含有した油性薬物

担体の抗腫瘍効果の結果は薬物担体の標的化病に薬物放出制御能を加えることを必

要としているPt　AH27霜囲細胞移植肝癌ラットに対するシスプラチン含有油性薬物

担体の効果の違いは，この腫瘍系で癌部位への薬物の集積性が家兎を用いた腫瘍系

に比べるとあまり高くなく，また薬物担体投与初期のシスプラチンの癌部位集積性

がどの油性薬物担体でもほぼ同程度あることから，油性薬物担体の粘度の増加によ

るシスプラチンの癌部位滞留性の増加に露なって高くなったと推論される。一方，

VX一一2腫瘍細胞移植肝癌家兎に対するシスプラチン含有油性薬物担体の効果がほとん

ど等しかったのは，この腫瘍系で油性薬物担体の粘度の違いによるシスプラチンの

癌部位滞留性が異なるもののどの薬物担体の投与でさえも初期の癌部位の薬物集積

性が高く，また薬物放出性に違いが見られたことによると思われた。VX－2腫瘍系に

おいてのこの結果は，薬物放出制御製剤としての機能を付与する必要性を結論とし

て導いたが，これら2っの異なった腫瘍系の効果の違いも結果として薬物放出制御

製剤としての機能を付与する必要性があると結論づけられるであろう。つまり，こ

れら2っの腫瘍系に対するシスプラチンを含有した油性薬物担体の効果の違いは，

①薬物に対する感受性の違い，②実験モデルとしての独立性の違い，すなわちVX－2
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腫瘍の方が肝臓中でAH　272腫瘍よりもゆっくりと独立した個体を形成する，③それ

に伴なった癌新生血管の発達性の違いによると思われ，AH　272腫瘍のような系の癌

でも薬物放出制御製剤としての機能を付与すればより効果は高まるものと推察され

る。　5章までの結果から，粘性油性薬物担体に薬物放出制御製剤としての機能を

持たせるために界面活性剤を含有した担体を調製した、この油性薬物担体からのシ

スプラチンの放出は加えた界面活性剤の種類によって変えることができ，含有させ

たシスプラチンを有効に標的部位で利用できる可能性を示した．今回，腹水癌を用

いて確認した一連の界面活性剤を含有した粘性油性薬物担体の結果は，薬物放出制

御製剤としても十分機能を果たすことを示していたが，薬物によってはさらに精密

な制御システムとして設計する必要があるであろうe

　今回，著者は粘度を高めた粘性油性薬物担体を調製してLPが有する癌部位選択

的集積性の能力に加え固形薬物担体の有する臓器滞留牲や塞栓能を付与し，抗腫瘍

効果をさらに増強できる薬物の標的化製剤のシステム設計を行なった．また，薬物

放出擬御製剤としての機能も界面活性剤の添加で成し得ることができた。油性担体

も固形担体も長所，欠点があるわけであるが，それらの良いところを取ることは得

てしてより良い結果を得られない場合もある。本論文で得た結果は，臨床的に高い

評価を得ているLP以上の効果を粘性油性薬物糧体が有し，また著者が当初設計し

たシステム以上の能力を発揮する製剤とすることができた。しかしながら，さらに

より良いシステムとして設計するためには上述したような薬物担体の長所や欠点の

接点を見い出し，標的とする腫瘍の発生部位や薬物の種類に合わせた油性薬物担体

とすることが必要となろう．
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総　括

　第1編と第2編にわたって固形癌に対する薬物の酪標的化”を主目的に，固形の

薬物担体（アルブミンマイクロスフィア）と液状の油性薬物担体（粘性オレイン酸，

粘性オレイン酸エチル）を動脈内注入療法に導入したシステムについて述べてきた，

著者が目指した薬物のSS標的化鯵とは，癌周辺の正常組織をある程度含む領域であ

り，その目的に合わせて製剤学的な修飾により薬物担体を調製したe薬物担体の標

的化は組織学的及び定量的に確認され，どちらの薬物担体もその能力が非常に高い

ものであると思われた、標的化の観点からこれら2種の薬物担体を比較すると，ア

ルブミンマイクロスフィアは癌組織及びその周辺組織の細動脈から動脈への標的化

であるのに対し，粘性油性薬物担体は癌組織及びその周辺組織の癌新生血管から動

脈及び癌組織内（このことは正常組織での間接的な結果から）への標的化である。

肝癌に限っていえば，著者が調製した粘性油性薬物担体が固形の薬物担体の機能も

保持していることから原発性及び転移性の肝癌の両方に効果を発揮する可能性を示

しており，この点から固形薬物担体よりも有用性が高いかもしれない。しかし，肝

癌以外の臓器癌への応用性の観点を付け加えると，本論文の結果から，粘性油性薬

物担体にはその可能性は非常に小さく，担体及び薬物のバイオアベイラビリティー

も含め絶対的な標的化レベルは現在のところアルブミンマイクvgスフィアの方が高

いものと思われる。いずれにしても髄標的イビを目的に設計したこれらのシステム

は，ラット及び家兎のモデル肝癌に対して高い抗腫瘍効果を発揮しており，局所治

療に対する有用性は高いと思われるが，システムの設計には，同時に薬物の敬出

制御卿に関してもその機能を組入れ平行して考えなければならない．この考え方を

本システムに導入することは，抗腫瘍効果をさらに高めることはまちがいないと思

われるが，そのためには現在のところ用いる制癌剤と標的とする臓器癌に合わせて

ある程度の試行錯誤を繰り返しながらこれらの薬物担体のシステム設計を行ってい

く必要があると思われる。また，本論文の標的化レベルにおいて，特に油性薬物担

体の機能をより高めるためには，さらに詳細な癌組織の特性に由来する集積メカニ

ズムの解明が重要であり，今後の課題となろう。
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実、験の音罵

第1編　実験の部

（1）実験材料及び試薬

　小球体調製に用いた入血清アルブミン（HSA）　（Fracti・on　V，粉末）はシグマ社から，

牛血清アルブミン（BSA）は（FractiOR　V，粉末）は生化学工業から得た．マイトマイシ

ン　C（MMC）は協和醗酵工業から供与されたものを用いた．染色剤として用いたヘマト

キシリンはメルク社のものを用いた．綿実油，イソオクタン、クロロホルム，‘ne・一一オクタン

は和光純薬から購入した．交叉結合剤としてグルタルアルデヒド（25％，和光純薬）及びホ

ルムアルデヒド（38％，和光純薬を用いた）．非イオン性界面活性剤であるSpan　85（肌B

1，8），Span　80（HL84，3），Span　20（HLB　8，6），Tween　80（肌B　14，5）は東京化成から購入した．

その他の試薬は特級または1級を用いた．

（2）アルブミンマイクロスフィアの調製法

MMC含有アルブミンマイクttスフィアの調製（MethodD
（270mg／ml，　pH　7，4リン酸緩衝液を使用）中にMMC（30mg）を入れ混合した．次に，

％Spa＃85含有綿実油100mi中にこの混合液を滴下し，30分間，

vaンとした．さらに，120℃，500　r　p　raで撹絆した綿実油100mi中に上記のエマルシrvンを

滴下し，30分間熱固化した．冷後，溶媒を除去するためにエーテル約4emlで4～5回洗浄し，

デシケーター中で乾燥，保存した．また，第3章で用いた薬物を含有しないマイクurスフィ

アを調製する場合には，HSA水溶液を上記擬搾溶媒に滴下した後，30分間，2000rp組で撹

無しエマルシgンとしさらに超音波破砕装置で30分間処理後，熱固化した．

　MMC含有アルブミンマイクnvスフィアの調製（Method　X）一一一上記と同様に氷冷した

一一一一一 X冷したHSA水溶液
　　　　　　　　　　　　5－

　500rpmで擬搾しエマルシ

MMC－HSA混合液を調製した：後，5％グルタルアルデヒド0，6mlを素早く添加し30秒擬

搾した．次に！％Tween　80含有イソオクタン：クロロホルム（2：1）混合溶媒100羅中に

上記の混合液を滴令し，5分間，2000箇日eaで擬檸した後，　80－85℃で5分間撹搾，熱固化し

た．混合溶媒除去後，さらにme・一オクタン！00mlを添加しグリセリン抽浴中で120℃，20分

問熱固化した。冷後，溶媒を除去するために，石油工一一テル及びエー・一一テル約4憾を用いて，

3～4回洗浄し，デシケー一夕一山で乾燥，保存した、11　‘2・44）

　早春C含有アルブミンマイクロスフィアの調製（Meth◎偲）一一瑠eth◎彊と同様に氷冷

したMMC－KSA混合液に5％グルタルアルデヒド0，6mlを素早く添加し30秒擬卸した後，

こんどは1％Span　80：SpaR　20（7：5）含有Zf・一オクタン100醍中で5分間，1200rpmで擬恥

し，さらにグリセリン油浴中で12◎℃，20分闇熱固化して溶媒除去後，乾燥，保存した．ま

た，種々のSpa　rt　8◎及びSpaR　20の混合比（HLB値，　1、8，3，0，4．3，5．5，6，7，8，6）

の界面活性剤を1％含有する刀一義クタン中で，同様にマイクnvスフィアを調製した．

　MMC含有アルブミンマイクロスフィア及びマクロスフィアの調製（Meth◎dW）一一一

BSAを用い，醗t難。雌と同様の操作で，撹搾速度及び撹絆溶媒中の非イオン性界面活性剤

の量を変えてマイクrsスフィア及びマクmeスフィアを調製した（第3章，第2節参照）．
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MMC含有アルブミ．ンマイクロスフィアの調製（MethodV）一一一猷eth◎d皿とほぼ同様の

操作で，マイクロスフィアを調製した（可変条件は第6章，第1節参照）．調製したマイク

ロスフィアを100mg分取し，ホルムアルデヒドーエーテル溶液中（50mDで1，4，8また

は16時間擬絆した．溶媒除去後，エーテル約40mlで4回洗浄し，デシケータr・一N－m中で乾燥，保

存した．115）アルブミンはBSAを用いた．

（3）アルブミンマイクurスフィアの形状及び粒度分布の測定法

アルブミンマイクロスフィアの実体顕微鏡観察一一一嫉el熱◎d鷺，鍼ethod斑及びMethedWで

調製したマイクロスフィアまたはマクロスフィアをプレパラートに均一に分散させた後，実

体顕微鏡（Olympus，model　SZ－Tr）下で観察した．

　アルブミンマイクロスフィアの光学顕微鏡観察一一　一　Meth◎d瓢で調製したマイクurスフィ

アを上と同様に処理した後光学顕微鏡（01ymp　tt　s，medel　BH）下で観察した．

　アルブミンマイクrrスフィアの走査型電子顕微鏡観察一一一　Metkod　tw及びMeth。dWで調製

したマイクロスフィアをイオンコーター（Eiko，medel　IB・・3）で白金一パラジウム蒸着した後

（蒸着条件：真空度0，01Torr，以下，照射電流0，65　mA，照射時間3．5兼学），走査型電子

顕微鏡（日立，X－650）下で観察した．

　アルブミンマイクロスフィアの粒度分布の測定一一一翻ho雌で調製したマイクロスフィ

アを上記の方法と同様に蒸着した後，走査型電子顕微鏡下で観察し適当と思われる箇所の写

真をとり，Video　Plan（Ko露0雛）を用いて粒度分布を測定した．

（4）MMC含有アルブミンマイクrrスフィアからのM賊Cの放出測定法

マイクロスフィアからのM羅Cの放出測定（第2章，第！節の場合）一一一蠣躍C含有ア

ルブミンマイクewスフィア10ngをそれぞれ暉7、4リン酸緩衝液及びタンパク質分解酵素（プ

urテアーゼ100翻1／10mD　（シグマ社）含有瞬7、4リン酸緩衝液10懲1中に入れ，マグネチ

ックスターラーで擬絆した．懸濁液は実験中37℃に保った：．次に各時間毎にアルブミンマイ

クロスフィア懸濁液！0mlを3000　gで遠心し，上溝を7tO認採取した．残りの懸濁液には各緩

衝液7、0璽搬を添加し，同様な操作で実験を続けた．MMCの定量は分光光度法で行ない，

365n・raの吸光度を分光光度計（日立，　vaedel！00－6e）を用いて測定した：．

　マイクnvスフィアからのMMCの放出測定（他の場合）一一一MMC含有アルブミンマイ

クasスフィア10ngを頭7，4リン酸緩衝液19m9に入れ，同様の操作で放出実験を行った．定量

は，表19に示した条件でHPLCで行った．

Table　19　CefiditigB　fgr　HPLC　Analysis

Colu融

酸。川ephase

Flow　rate

脚ave｝ep奮th

hlecti。雛vOh醗e

蟹慧。｝eosi1　5C
　　　　　　18
0，0踊phosphate　buffer（pff　6）：醗eO蘇鷲6：4
0、8！簸1／凱重τ！

360n醗

20　，ct1
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（5）MMC含有アルブミンマクロスフィアからのMMCの放出測定法

　マクロスフィアの重量及び粒子径の測定一一一個々のマクロスフィアについて重量及び粒

子径をセミミクロ化学天秤及びミクロメータ（MllO－25，三豊MFG）を用いて測定した．ま

た，この結果から，個々のマクロスフィアの体積，面積及び密度を計算した．

　MMC含有アルブミンマクロスフィアからのMMCの放出測定一一一個々のマクロスフィ

アをバイアル（容量4　ml）に入れた後，　p　H7，4リン酸緩衝液3，5mlを入れ，　37℃，150

rpmで擬陣した．経時的に上清3，0mlを採取した後，同量の緩衝液を戻し実験を続行した、

MMCの定量は，　liPLCで行い表19の条件で測定した．

　MMC含有アルブミンマイクrrスフィア及びマクueスフィアからのMMCの放出性の解析

一一一 XフィアからのMMCの放出性は，！次速度式または拡散式にあてはめ，コンピュー

タープログラムMULTIを用いて非線形最小2乗法により解析した。

　MMC含有アルブミンマイクロスフィア及びマクロスフィア中の薬物量の測定（Method

W及びV）一一一マイクロスフィア10ngまたはマクrrスフィア1個を頭7，4リン酸緩衝液10

または2認中に入れ，37℃で下垂した．Si曲状態が保たれるように経時的に上清を全量採取

し，上清中のMMC量を48時間まで測定した．なお，マイクロスフィアの場合は，3000　gで

遠心した後，上清を採取した．

（6）蛋白質分解酵素によるアルブミンマイクロスフィアの消化・分解性の測定法

蛋白質分解酵素によるアルブミンマイクロスフィアの消化・分解性の測定一一一　MethodI，

厳ethod∬及びMethod　Ptで調製した薬物を含有しないアルブミンマイクロスフィア各10mgを種

々の分解酵素（コラゲナーゼ1◎u　fi　it／ml，パパイン10unit／rc1，プuテアーゼ10細t

／ml，トリプシン103　BAE奮翻t／ml）　（シグマ社）を含有したpff7．4リン酸緩衝液8認中に

入れ，96時間マグネットスターラーで擬絆しながら37℃でインキュベートした，但し，懸

濁液は24時間毎に高速冷却遠心機（KUBOTA　XR－29000T）を用いて10733　gで遠心した後，

上清6，0m1を除去し新たに各緩衝液6，0　mlを加えた．96時間インキュベート後，懸濁液を

10733gで遠心し上清を除去した．残った沈澱物に蒸留水を加え撹搾した後，またIG733　g

で遠心し上清を除去した．同様にこの操作を蒸留水で1回，メタノールで2回繰返した後，

沈澱物を40℃に加温した水浴上で窒素ガスを用いて沈澱物中のメタノールを蒸発させ，デシ

ケータ一中で滅圧乾燥した．十分乾燥させた沈澱物を採取し，セミミクロ化学秤かりを用い

てその残存重量を測定した．116）

　蛋白質分解酵素処理したアルブミンマイクロスフィアの実体顕微鏡観察一一一Meth。d皿：の

マイクロスフィ・アをプロテアーゼ含有リン酸緩衝液で上と同様に処理し，0，2，4日後に

実体顕微鏡で観察した．

（7）アルブミンマイクロスフィアの生体内適合性の測定法

　アルブミンマイクロスフィア懸濁液の調製一一一　Meth。dI～皿の方法で調製した薬物を含

有しないアルブミンマイクロスフィア各50mgを滅菌生理食塩水5，0m1中に懸濁させた．

　ラット大腿部筋肉内への懸濁液の注入操作一一一体重150gの雄性ウイスターラットをベ

ントバルビタールNa（大日本製薬）で麻酔（1，0ml／kg　／1ノ）後，大腿部筋肉内に上で調
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製した各懸濁液◎，25mlを注入した．コントロールとして生理食塩水0，25　mlを注入した．

また，一群3匹とした。117・118）

　組織標本の作成一一一各アルブミン懸濁液注入後3日，7日，30日後に大腿部筋肉を切

除し，le％中性緩衝ホルマリン溶液（処方1参照）で固定後，常法により切片を作成しヘマ

トキシリン，エオジン染色（処方2参照）した．119・120）

処方1）10％ホルマリン中性緩衝溶液

ホルマリン原液

蒸留水

第一リン酸ナトリウム・一水和物

（　　　　　〃　　　　・二水和物

細論リン酸ナトリウム・無水物
（　　　　　　　　　〃　　　　　　　　⑱十二水和琴勿

loo，　e　mi

900，0磁1

　4，0　g

　4，4　g）

　6，5　g

25，9　g）

処方2）臨yeゼsflevaatcxy1iR液

ヘマトキシリン

ヨウ素酸ナトリウム

カリウム明バン

抱水クロラール

結晶性クエン酸

蒸留水

　1，0　g

O，2窓

50，0　g

se，　e　g

　LO　g

100，0懲1

（8）軟X線発生装置を用いた塞栓効果の測定法

　造影剤（硫酸バリウム懸濁液）の調製一一一一硝酸バリウム26，0gを沸騰蒸留水脚Omi中に

入れ加熱溶解した．溶解液が50℃前後まで冷えてから10％硫酸100mlを加えてよく気病する。

約10分問放置後，上清を除去し，残った：沈澱物に蒸留水を適量加えて概搾，再び10分間放置

後上清を除去する．この操作を蒸留水でさらに2回，メタノールで3回行った後，40℃水浴

上でロータリ一説バボレーター（東京理化器械TYPE罠弓）を用いて硫酸バリウムを滅圧乾

燥した．121）次に，合成した硫酸バリウム20gを蒸留水50旙巾に懸濁させ，これに0，1％寒

天溶液40miと！0％ホルマリン溶液1，0mlを加えて造影剤とした．122）

　アルブミンマイクurスフィア懸濁液の調製一　一■一・Meth⑪偲で調製した薬物を含有しないマ

イクロスフィア20rugをカルボキメチルセルm一スナトリウム（CMC一幅）を少量添加した

滅菌生理食塩水3，0ml中に入れ麗絆して懸濁液とした．

　ラット肝動脈内へのマイクロスフィア懸濁液及び造影剤の注入方法（第1編，第4章，第

1節，図20参照）一一一体重200～250gの雄性ウイスターラットをベントバルビタールNa

で麻酔した後，開腹し肝尾状葉の下に隠れている肝動脈を露出させた．次に，肝左葉及び，

肝中間葉の右側に通じる動脈の血流をクランプで遮断し消化管に通じる動脈の枝分かれの部

分からカテーテルを用いてマイクmスフィア懸濁液0、4認を注入した．肝左葉及び肝中間葉

の右側に通じる動脈の血流を遮断しているクランプを外し，その直後，2及び7日後，造影

剤約◎．‘◎3m1を注入した．なお，この操作の問，マイクロスフィア懸濁液と造影剤の逆流を

防ぐため腹部大動脈から肝動脈に至る部分の血流をクランプで遮断した．123・124）また，

AH　272転移肝癌を有するラットの肝動脈から上記と同様な方法でマイクロスフィア懸濁液及

び造影剤を注入した．コントロールとして造影剤だけを注入した．

　アンジオグラムの作成一一一マイクロスフィア懸濁液及び造影剤注入後，肝臓を摘出し，

生理食塩水で軽く濯いだ後，軟X線発生装置（綜研，Sofron　medel　TRS　・・　630）を用いてアン

ジオグラムを撮影した．撮影条件は，管電圧28～30kV，管電流5mA，撮影距離50　cm，

露出時間30秒である．フィルムはGfaphic　Arts　Film（小西六，　Sakura　CS　一i　100E）を用い，

現像は自動現像装置（Fhoenix）で行った．
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（9）MMC及びマイクロスフィアの標的化の組織標本による測定法

　マイクロスフィア懸濁液の調製一一一・’一薬物を含有しないマイクロスフィア及びMMC含有

マイクロスフ4ア各20mgを滅菌生理食塩水3，0ml中に入れ懸濁した．

　組織切片の作成一一一上で調製した懸濁液をそれぞれ（7）と同様な方法で注入し，薬物

を含有しないマイクxxスフィア懸濁液注入の場合には3日目，　MMC含有マイクロスフィア

懸濁液の場合には12，24時間及び2週間目に肝臓を摘出して1◎％中性緩衝ホルマリン溶液で

固定後，常法により切片を作成しヘマトキシリン，エオジン染色した．

（10）AH　272腹水癌細胞移植モデル肝癌ラットに対するMMC含有アルブミンマイクロスフ

ィアの抗震蕩効果

　餓272腹水肝癌細胞の植えつぎ一一一150g前後の雄性ドンリュウラット系を用い，希釈

しない107～108個の腫瘍細胞を含む約0、05mlの腹水を5～6日目毎に腹腔内に移植して

継代培養を行った

　照272腹水肝癌細胞移植モデル肝癌ラットの作成一一一体重170～200gの雄性ドンリュ

ウラットをベントバルビタールNaで麻酔した後，右肋骨下約1cmの所を縦に約1em開腹し肝

中間葉を腹腔外に露：出した後，上記の腫瘍細胞1×IO7個（0，05　ml）を中間葉の右側（ラッ

トから見て）に注入しAH　272腹水癌細胞移植モデル肝癌を作成した．

　AH　272腹水肝癌細胞移植モデル肝癌ラットにおける延命効果の測定一一一AH　272腹水肝癌

細胞移植後3H目の担癌ラットをベントバルビタールNaで麻酔した後，正中線に沿って約3

，0e搬開腹し，　（7）と同様な操作でそれぞれ生理食塩水（コントv一ル）　（10匹），薬物を

含有しないマイクuスフィア（25mg／ml）　（5匹），遊離MMC（1，25継紙／欝隻），MMC

含有マイクロスフィア（25mg／mi，翻C量で1，25　mg／mDを0，細裏肝動脈から注入し，生存

日数を記録した。125）

　評価法一一一効果の判定はコントas一ル群の平均生存日数に対する治療群の平均生存日数

の百分率（T／C％）として判定した．126）

　　　　　　　　　　治療群の平均生存日数
　　　丁／C（％）　：未処理群の平均生存日数　×100　e。eee　（1）

第2編　実験の部

（！）実験材料及び試薬

　オレイン酸，オレイン酸エチル及びステアリン酸アルミニウムは和光純薬より購入した．

エチルセルas　一ス（90～120cp，5％Ethanol＋T◎luefie　soln，at　25℃）は、東京化成工業のも

のを用いた．油性造影剤リピオドールウルトラフルイド　は小玉株式会社より供与されたも

のを使用した。染色剤として用いたオイルレッド0ならびにヘマトキシリンはメルク社のも

のを用いた．制癌剤セムスチンは協和醗酵工業株式会社より，シスプラチンは日本化薬株式

会社より供与された血忌を用いた．　［9，10　一3H（N）］一オレイン酸（3H一オレイン酸、

比活性35μCl／m沁はH本ラジオアイソトープ協会から購入した．非イオン性界面活性剤

であるSpan　80（肌B　4，3），SpaR　20（肌B　8，6）及びTweeR　80（HLB　14，5）は東京化成から購入し
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た．その他の試薬は特級または1級を用いた．

（2）粘性油性薬物担体の調製法（第2編，第1章，第1節参照）

　粘性オレイン酸の調製一一一オレイン酸（OA）とステアリン酸アルミニウムを任意の割

合で耐熱バイアル中（seml）に取り，ホットプレート上で12◎℃に加熱し透明になるまで擬

押溶解した後，室温で空冷し，粘性オレイン酸とした．セムスチンは粘性オレイン酸調製後，

添加し溶解した（60mg／ml）．

　粘性オレイン酸エチルの調製一一一オレイン酸エチル（EO）とステアリン酸アルミニウ

ムまたはエチルセルロースを任意の割合で耐熱バイアル中に取り，上と同様に処理し，オレ

イン酸エチルとした．但し，エチルセルtt　一スの粘度は，そのロット間でバラツキがあるた

め，目的とする指標粘度をもつ粘性油性薬物担体を調製する時は，一旦，目的粘度よりも高

い粘度の粘性油性薬物担体とした後，オレイン酸エチルを目的粘度になるまで添加して製し

た．また，製剤は加熱溶解した後，バイアル内を窒素置換し冷蔵庫内（4℃）にて保存した．

シスプラチンは薬物担体中にほとんど溶けないため，メノウ乳鉢上で微鹸化した後，超音波

処理及びマグネチックスターラーで均一に分散させた、

（3）油性薬物担体の粘度測定法

　油性薬物担体の粘性の測定一一一精密回転粘度計（ffAAKE，Rotovisce　RVIOO／CVIOO　oぎまた

はRV20／CV20）のCV　100または即20／CV20のビーカー内に，　i　rm　er　cy！h曲の表面積を覆う量

の油性薬物担体を入れ，ずり速度；0～180s　’”　1，ビーカー内静置；2醐，オペレーシg

ン時間；20mi11，オペレーション温度；37℃の条件でリバーサル法により粘性を測定した．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　粘性油性薬物担体の指標粘度の決定一一一粘性油性薬物担体を同様にトルク内に入れ，一

定ずり速度；180s－1，ビーカー内静置；2揺n，オペレーシsン時間；20　Wi　N，オペレー

シsン温度；37℃の条件でone　way法により測定した．

（4）シスプラチンの油性薬物担体中の懸濁安定性の測定

シスプラチンを試験管中のリピオF’　一ル，EOまたは40，80及び120ep粘性EO中に入れ

（1mg／ml），均一に分散させた後，シスプラチン粒子の沈降性を経時的にカメラに収めた．

（5）軟X線発生装置を用いた油性薬物担体動注後の塞栓効果の測定法

造影剤（硫酸バリウム懸濁液）の調製一一一第1編，実験の部，　（7）と同様．

ラット肝動脈内への油性薬物担体及び造影剤の注入方法一一一一一第！編，実験の部，

と同様に，OA，粘性OA（40，80及び120cp），EOまたは粘性EO（40，
を2Gμ1投与し，、10分及び24時間後のアンジオグラムを撮影した．ただし，

EO（4G，80及び120　cp）の投与の場合，左葉に通じる動脈のみクランプで止めた．

　アンジオグラムの作成法一　一　一　eg　11mh，実験の部，　（7）と同様．

　　　　（7）

　80及び120cp）

EOまたは粘性

（6）動脈内投与した油性薬物担体の脈管内挙動の測定法

ハムスター頬袋の調製法一一一ゴールデンハムスター（♂，100～1209）をペントバ
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ルビタールNa（5伽g／ml，1ml／kg，／1　Z）で麻酔した後，リングピンセットで頬袋を口腔

より注意深く外側に引き出し生理食塩水で洗浄した．動物固定台にハムスターを固定し，

Plexiglas製の観察用チャンバーを隣接させた（図57）、頬袋をチャンバー辺縁のシリコー

ンラバーを敷いた浅い溝に2～3本のピンで留めた．このときピンによる主要血管の閉塞や

損傷に注意し，また，血管に富む部分がチャンバー中央に来るようにした．次に，取り出し

た頬袋は2層に重なっているので，上層の膜を周辺より口に近い部分まで注意深くL5～

2、Ocm切開し，その切りロを反転し図57に示すようにシリコーンラバーにピンで留め一層の

膜とした．光学顕微鏡下での観察を最適にするために，膜上の網目状の結合組織をピンセッ

トで注意深く取り除いた．実験中のチャンバー内は，マイクロチューブポンプを用い1，0ml

／minの流速で37℃の生理食塩水を環流させ，頬袋が生理食塩水で充分満たされるようにし

た．チャンバー内の温度は，図57に示したように温度計により確認した．127）

　外頚動脈への油性薬物担体の注入法とハムスター頬袋の微細循環系の観察法一一一一油性薬

物担体の注入は，Tumaらの方法128）を修飾して行った、上で頬袋を調製したハムスターをさ

らに必要に応じてウレタン（50w／v％soln，，／：κ）を用い維持麻酔し，頬袋を支配してい

る頚静脈を露出した．図57に示した様に頚動・静脈を内・外頚動脈の分枝まで注意深く分け

た．次に，ハムスターを固定した動物固定台をカメラ（ITC　一・　35eM，◎lyrapus－lkegami，Tokyo）

及びカメラビデオモニター一（CDA－201N，01ymp　if　s－lkegami，T。ky。）を接続した顕微鏡（new

VANOX，　m。de1韻8S，◎1ア細s，　T◎1〈y◎）のステージの上に載せ頬袋を固定した．観察用チャンバ

ーを接眼レンズ下に設置した．内・外頚動脈分枝下の頚動脈をクランプで閉塞した後，外頚

動脈より国訴静脈針付きのシリコーンチューブを挿入しクランプで固定した．分枝下の頚動

脈に固定したクランプを除去し，予め37℃に温めておいた種々油性薬物担体5，0μiを図57

に示すようにマイクurシリンジを用いて内頚動脈に挿入したシリコーンチューブより注入し

た．血管は，　200μmの動脈血管から5μmの毛細血管までのものを観察し，その重要と思
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われる場面をビデオテープに納め，注入直後から種々の径の血管に到達する時間及び血管塞

栓時間をタイマーで計測した．

（7）油性薬物担体動注後の各臓器滞：野性の測定法

　3鷺一オレイン酸含有種々油性薬物担体の調製一一一肝臓及び他の臓器（ハムスター頬袋，

ラット胃及び腎臓）へ種々油性薬物担体を投与した時に，　3ff　一オレイン酸の比活性が各々

25及び10μCi／rn1になるように，　3H　一オレイン酸をマイクロシリンジを用いて10mlのフ

ラスコに滴下し，これに種々油性薬物担体を加え10mlとした後，振とうして調製した．

　各臓器への油性薬物担体の投与方法一一一一ラット肝臓及びハムスター頬袋への3H一オレ

イン酸含有油性薬物担体（リピオドール，OA，粘性OA（40，80及び120　cp），EOまた

は粘性EO（40，80及び120cp））の投与法は，第1編，実験の部，　（7）及び第2編，実

験の部，　（6）と同様に行った．ただし，この場合，肝臓の全ての葉に投与した、このとき

のラット肝臓及びハムスター一頬袋への3H一オレイン酸含有油性薬物担体の投与量は，25及

び10μ！とした．なお，油性薬物担体肝動注時の注入速度は10μ1／minとした。

　ラット胃への3H一オレイン酸含有油性薬物担体の投与は，ラットを開腹後，肝臓の下に

隠れている胃動脈を露出し，図58に示したように胃・十二指腸動脈をクランプで結紮し，肝

動脈から行なった．腎動脈への投与は直接腎動脈にカテーーテルを挿入し行なった．投与量は

10μ1とした：．

　各臓器のホモジネートの調製法と放射活性量の測定法一一一注入10分，1，2，4，24及

び48時間後，ハムスター及びラットを屠殺し，各臓器を摘出した。これを生理食塩水で洗浄

した後，個々の臓器の重量を測定した。次に，それらを20（ハムスター一頬袋，ラット胃及び

腎臓）または100wa1（ラット肝臓）のメスシリンダーに入れ，生理食塩水を加え2Gまたは

100ma1に調製した．次に，　ULTRA　TURRAX　（jANKKE＆KUNKEL社）を用いて2000e　rpm，1～

2分間ホモジネートした．この試料1翻をコンパストコーン　（PACKARD社）に分取し，24

時間空乾した。乾燥後，自動燃焼装置（Aloka，ASC－113）を用いて45秒間燃焼した．

scintillatorとして乳化型（c◎mpositi。lt　149POP，　0，49　FOP◎？，1LT◎luene，　0、5L
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Triton　X－100）を用い，試料液とscintillator（1：19）の20mlの混液とした．この操作を

一試料にっき三回ずつ行った．放射活性はchemical　quentingを防止するために一夜冷暗所

にて放置した後，liquid　scintillation　counter（Al◎ka，LSC－7◎0）によって測定した．

　また，本実験において用いた3H一オレイン酸のオレイン酸エチル中の保持率は，生理食

塩水への溶出試験から確認したところ，48時間後で97，5％以上であったので，マーカーとし

て使用可能と判断した．

（8）油性薬物担体の肝動脈内投与後の組織内挙動の組織標本による測定法

　ラット肝動脈内への油性薬物担体の投与方法一一一第！編，実験の部，　（7）と同様に，

肝魂葉に各種油性薬物担体（リピオドール，　12Gcp粘性OA，　EO及び120cp粘性EO）

を注入（注入量，25μi）し，10分，1，24時間及び7日後に屠殺，甲羅葉を摘出した．リ

ピオドールは更に注入30分，2，4及び6時間後についても同様に行なった．

　組織標本の作成一一一摘出した各組織を10％中性緩衝ホルマリン溶液に入れ，2週間以上

固定した．固定した組織片を適当な大きさに整え台木にアロンアルファ　（コニシボンド）

で接着し，液体窒素上（約一150℃）に浮かべた発砲スチロールに乗せ凍結した．これをミク

ロトームに固定し適度に解凍したところで素早く適当な厚さ（16～18μm，　（12）におい

ては27～30μm）に薄切し水中で伸展し，スダンff（オイルレッド0）染色法にて脂肪染色

を行なった．染色液の処方は，処方3に示した．129）

　　処方3）Sudanff染色液
　　　O，5W／V％オイルレッド0／　　　　　　　（注意：液はコロイド様の懸濁液となる．

　　　イソプurパノール溶液　　　12ml　　　　　染色には30分間放置後，そのろ液を用い

　　　蒸留水　　　　　　　　　　！2ml　　　　る．）

（9）制癌剤を含有した油性薬物担体からの制癌剤の放出実験法

セムスチン含有油性薬物担体からのセムスチンの放出実tw　一一一瞬4，0クエン酸一リン酸

緩衝液を図59に示したように底を塞いだ100mlの注射筒に20mlを入れた後，セムスチンを含

有した油性薬物担体（OA，120　cp粘性OA，　EO，120　cp粘性EO，5蹴霧／瓢D　20mlを重

層した．ただし，リピオドールは比重が大きいため，先にリピオドーールを入れその上に緩衝

液を重層した．次に，各層を37℃で撹搾し，水層を経時的に！面採取し，液量を一定に保っ

ために同量の緩衝液を戻した、

　セムスチンの定量一一一セムスチンの定量は，、Looら130）の比色定量法により図60の手

順で行った。

　シスプラチン含有油性薬物担体からのシスプラチンの放出実験一一一縦型2一チャンバー

セルの下側をlt　e　n　o　r側にし，スターラー一を入れた後，1　mg／mlシスプラチン含有油性薬物担

体（リピオドール，EO，120　cpVEOまたは1％の界面活性剤（Tweefi　80，　Span　20及び

80）含有120cp　VEO）を各々2認ずつ入れ，シリコーンパッキングをd◎fi・cr側セルの擦り

合わせ部分に蒸留水で湿らせ密着させた．その上から生理食塩水をパッキング表面に液面が

到達するまで正確に取りながら滴下した。その上に透析膜を空気がセル内に残らぬように乗

せ，さらにパッキングと上方セルを乗せ固定した．次に，receiver（上方セル）側に生理食
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Sta轟da罫d　so｛蓑Ho轟　（2磁D

　
　
F
　　　　　Sulfanilamide　reagent

　　　　　（O，1N　ffCl　seln，　lml）

Water　bath　at　50℃　fef　45　rnin

lce　bath

トーeag・Pt（一）

At　room　te膿pe罫ature　f◎ぎ　10　無1嚢

Absorbance　at　544　fim

Fig，　55　Apparatus　fgr　ln　Vitre

　　　　Se紐11sti鋒e　l）iss◎1utio鳶　Tes電

F孟警、　56　　kDe重er搬重nation　of　Semustine

塩水10miを入れ，恒温槽中37℃で一定速度（1200～1300　rpm）でdon◎r側のみ撹檸した．経

時的にreceiver側から全量採取した．131）また，実験直前にシスプラチン含有油性薬物担体

0，5～1，0mlをフラスコに採取した．アセトン及びN，　N一ジメチルホルムアミドで溶解後，蒸

留水で一定容量にし振とう後，試料を1～2磁遠心用チューブ（恥pe鱒orf社）に分取し，

遠心（16000rpm，model　M－150，佐久間製作所，東京）した後，上澄み（リピオド…ルのみ）

または下澄みを取り，各製剤中の絶対量を測定した．

　シスプラチンの定ge　一一一一シスプラチンの定量は原子吸光光度法を用い，表20の条件でPt

量として測定することにより行った．

Table　20　Conditien　cf　Ateraic　AbscrptieR　Afialysis

La騨：Plホローカソードランプ，

波長：259，95fi・m

DamP重fi9　 ：　霧≧　　　　　　D韮sPlay　 ：　BKG

　　　　　　　current　（A）

Dry

Ash

Atcmize

　28

　　　＊（50）

　65
　　　＊（100）

33e

D2ランプ
任意

　　注入量：10～20μ1

time　（sec）

　　15
　　　　＊　（20）

　　15
　　　　＊　（1　5）

　　15

mode

STEP

　　　＊（RAMP）

STEP

衆脚P

＊；生体試料の場合は，この条件で行なった．

（10）モデル肝癌ラットへ油性薬物担体動注後の油性薬物担体の滞留性の測定法

　3H一オレイン酸含有種々油性薬物担体の調製一一一ラット肝臓への投与を目的に，第2
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編，実験の部，　（7）と同様に3H一オレイン酸を含有した油性薬物担体（リピオドール，

OA，120　cp粘性OA，　EOまたは120cp粘性EO）を調製した．

　AH　272腹水癌細胞移植モデル肝癌ラットの作成一一一第！編，実験の部s・（9）と同様．

ただし，EOまたは120cp粘性EOの投与においては，上記の腫瘍細胞1×IO6聴く0，05

mi）を移植した．

　ラット肝臓への油性薬物担体の投与方法一一一一ラット肝臓への3ee　一オレイン酸含有油性

薬物担体（リピオドール，OA，120cp粘性OA，　EOまたは120cp粘性EO）の投与法は，

第1編，実験の部，　（7）と同様に行った．このときのラット肝臓への3H一オレイン酸含

有油性薬物担体の投与量は，20μ｝とした．ただし，EOまたは120cp粘性EOの投与にお

いては，移植後5日目とした．

　各臓器のホモジネートの調製法と放射活性量の測定法一一一注入10分，！，2，4，24及

び48時間後，ラットを屠殺し，肝臓を摘出した。これを生理食塩水で洗浄した後，図55（総

論の部，第2編，第4章，第1節参照）のように癌部位と正常肝組織を切り取り各々の重量

を測定した．これを2emlのメスシリンダーに入れ，生理食塩水を加え20mlに調製した後，第

！編，実験の部，　（9）と同様にホモジネートを作成し，同様に放射活性量を測定した．

（1！）モデル肝癌動物へのシスプラチン含有油性薬物担体動注後のシスプラチンの滞留性

の測定法

　雌272腹水癌細胞移植モデル肝癌ラッ1・の作成一一一一第2編，実験の部，　（10）と同様．

ただし，上記の腫瘍細胞1×106個（O，05ml）を移植した。

　ラット肝臓へのシスプラチン含有油性薬物担体の投与方法一一一シスプラチンを含有した

油性薬物担体（EOまたは120　cp粘性EO，5織霧／ml／kg）を，第！編，実験の部，　（7）

と同様に投与した．また，投与は移植後5日目とした。

VX－2腫瘍移植モデル肝癌家兎の作成一一一一日本白色種家兎（♀，　2，5～3．Okg）に耳静脈よ

りベントバルビタールNa（0，5mg／kg）を投与し麻酔した．腹部を除毛して爵位固定した後，

消毒し（体毛；e，5％ヒビテン　溶液，皮膚；イソジンヨード　），メッキンオイフ　で覆

い，切開部のみ露出させた．メスで正中線に沿って腹部を約8cm切開後，　V　X－2wa瘍塊（約27

raea　3）を先曲りピンセットで肝臓の内側二葉に埋め込むように移植し，移植部位の血餅をガ

ーゼで拭き縫合した．移植14日後の家兎をモデル肝癌家兎として実験に供した．

　家兎肝動脈内への油性薬物担体の投与方法一一一上で作成したVX－2腫瘍移植肝癌家兎に同

様に麻酔，固定した後，メスで帯状突起より腹部にかけて約12cm切開した．胆嚢下部の内側

右葉に通じる右肝固有動脈及び外側右葉に通じる右肝固有動脈を肝固有動脈に近い部位でク

ランプにより結紮した（総論の部，第2編，第4章，第2節，図48参照）．次に，胃及び十

二指腸を指で押さえ総高動脈，肝固有動脈及び十二指腸動脈の分枝を露出させた．十二指腸

動脈左脇の間膜を先曲りピンセットで慎重に縦に裂き小さな穴を開け，リングピンセットの

先を十二指腸の外壁に水平に胃側に向けて挿入し，間膜と動脈とを剥離した．十二指腸動脈

右脇の間膜も同様に行い，十二指腸動脈に沿って一部間膜を残した状態でその間膜と十二指

腸動脈を同時に先曲りクランプを用いて結紮した．総肝動脈をピンセットで挾み血流を調節

しながら，平付静注針（27G×1／γ）付きのマイクロシリンジで油性薬物担体0，2mlを注入唱
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した（注入所要時間＝1分以内）．注入部位は，肝動脈側の十二指腸動脈をクランプで結紮

し仮止血した．この間に，先に結紮に用いたクランプ2本を逆の順番に取り除き右葉側の血

流を回復させた．更に，注入部位のクランプを取り指で止血した．術後の腹腔内は生理食塩

水及び滅菌ガーゼを用いて洗浄し，縫合した．注入10分，1及び24時間，3，7及び14日後

に屠殺し，癌部位並びにその周辺部位を摘出した．

　組織中のシスプラチンの測定一一一第2編，実験の部，　（！0）と同様に，癌部位と正常

肝組織を切り取り，約O．5gを正確に秤量した．これに濃硝酸：過塩素酸（1：1）を少量加

え全量約1，5mlとした後，沸騰水浴中にて加熱溶解し，希塩酸により正確に2，0　mlに調製し

測定試料とした．定量は，原子吸光光度法にて表20の条件で行った。

（12）VX－2腫瘍移植肝癌家兎への油性薬物担体の肝動脈内投与後の組織内挙動の組織標本

による測定法

　VX－2移植モデル肝癌家兎の作成一一一第2編，実験の部，　（1！）と同様。

　家兎肝動脈内への油性薬物担体の投与方法一一一一一第2編，実験の部，　（i1）と同様．

　組織標本の作成一＋一一一投与10分後に肝臓を摘出し，第2編，実験の部，　（8）と同様．

（！3）制癌剤含有油性薬物担体のモデル肝癌動物に対する抗腫瘍効果の測定法

AH　272腹水癌細胞移植モデル肝癌ラットの作成一一一一一第2編，実験の部，　（30） と同様．

ただし，オレイン酸エチル系場合，腫瘍細胞1×106個（O，05mi）を移植した．

　醐272腹水癌細胞移植モデル肝癌ラットにおける延命効果の測定一一一〇，9％NaCl　s。in，

（1　ml／rat），OAまたはVOA（20μ！／？at）及びセムスチンを含有するOAまたはV

OA（0，9mg／20　rd／rat）を，第！編実験の部，　（7）と同様に投与した、また，同様に

O，9％NaCl　s◎ln．（1mi／rat），VEO（20μ｝／rat），シスプラチン含有生理食塩水

（0，1穰9／O，5rnl／rat）またはシスプラチンを含有した油性薬物担体（LP，　EOまたは120

cp粘性EO，0，1mg／20坦／rat）を，投与した、投与は移植後5日目とした。腫蕩移植後

の生存日数より化学療法係数（T／C％）を算出し，抗腫瘍効果を判定した（第1編，実験

の部，　（9）参照）．

　VX－2移植モデル肝癌家兎の作成一一一第2編，実験の部，　（！1）と同様、

　VX－2移植モデル肝癌家兎における延命効果の測定一一一作成したモデル肝癌家兎に各油性

薬物担体0，1ml及びシスプラチンーO，9％NaCl　soh，1，0謡（全てシスプラチンO、5rng相当）

を投与した．投与直前と屠殺直前にマイクロメーターを用いて長径，短径及び厚さを測定し

体積を算出した．抗腫瘍効果は，この体積を用い（2）式より算出した増殖率にて判定した．

　　　　　　　　　　　投与後の腫瘍体積
　　　　増殖率（％）u「投与前の腫瘍体積　×100　　e⑱㊥“⑨　（2）

　AK　272腹水癌ラットの作成一　一　一　AH　272腹水肝癌細胞1×106個（O，05　ml）を移植した．

　AH　272腹水癌ラットにおける延命効果の測定一一一Aff　272腹水肝癌細胞移植後3日目に，

油性薬物担体（総論の部，第6章，表16参照）0，2mlを投与し上と同様に延命効果を判定し

た．ただし，このときのコントm一ルは薬物を含有しない120cp粘性EOとした（第1編，

実験の部，　（9）参照）．
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