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総論の音露

　緒　　言
　近年，ドラッグデリバリーシステム（Drug　Delivery　Systems；DDSと略

記）の概念に基づく新しい投与形態の研究開発が活発に行なわれており，疾病の

多様化や高齢化に対応した理想的な治療システムとして人類の健康の維持と増進

に大きく貢献するものと期待されている．1　一8＞このDDS構築の基本となるの

は，放出制御や標的指向乱用の素材となる薬物担体の有効利用にあると言っても

過言ではない。そのような機能性製剤素材は，安全性，生体適合性，安定性，経

済性などを具備しなげればならないが，日進月歩の科学技術はいずれこれらの課

題を克服するものと思われるe

　分子カプセルとも呼ばれるシクロデキストリン（cyclodex七rin；CyDと略

記）は，デンプンに酵素（たとえば，cycl◎dex　il　rin－glyc◎＄yl　traR＄fera＄e

）を作用させて得られる環状のオリゴ糖であり，分子内に疎水性の空洞を有し，

空洞の外側は親水性で，水中丸型のミセルに似た機能を示す単分子的ホスト分子

に分類される．4－6）通称天然CyDと呼ばれる同族体にはグルコース6個からな

るα一CyD，7個からなるβ一CyD，8個からなるγ℃yDの3種がよく知られて

いる．　5）α℃yDは空洞径が小さいためゲスト薬品は小さいものに限られる。

β　一CyDは安価で高接対象は広いが，水への溶解度が低いのが欠点である。空洞

径の大きなγ℃yDは溶解性や安全性に優れるが，量産性に課題がある。これら

CyDの疎水空洞内にゲスト分子が取り込まれて包接複合体　（inclusion

CO即lex）を形成すると，ゲスト分子の性質は様々に変化する。この現象はプ

ロスタグランディンE類の可溶化や安定化に利用され，医薬品としてわが国で初

めて製剤化された．7－9）これを契機に，CyDは新薬の開発段階から積極的に利

用され，難水溶性薬品の可溶化，不安定な薬品の安定化，液状薬品の粉体化・揮

散性の抑制，粉体の凝集性・流動性の改善，水溶性薬晶の放出制御，バイオアベ

イラビリティの改善，局所刺激性の軽減などへの利用が検討されている．糟一竃4）

最近，国内では防御機構増強型胃潰瘍治療薬である塩酸ベネキサート及び抗狭心

症薬であるニトログリセリンの舌下鍵5）が，イタリアでは非ステロイド性消炎
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鎮痛薬ピロキシカムの製剤化にβ一CyDを用いた経ロ投与製剤が開発された．こ

のように現在では使用前例のあるαまたはβ℃yBが各種製剤に汎用されてい

るが，今後DDSなどの薬物担体として多様な用途に対応するには，天然CyD

の物性を改良し，機能性を高める必要がある．

　天然CyDの化学修飾においては，経済性・汎用性などの面からβ一CyD（

Fig．1）を原料に用いて様々な誘導体が構築されている．16－2E！5）その中で

β℃yDの水酸基にメチル基またはエチル基を導入したいわゆるアルキル化

β　一CyDの特異な物性は，セルロース誘導体の場合と対比されながら近年特に注

目を集めている。
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麟霧。Lc腕麟蠣藍s鞭蹴電腿騰磁濯・CyD

　たとえば，β　一CYDを構i成するグルコースの水酸基（2，3，6位）をメチル化

すると，水にも油にも溶げやすくなり，空洞の疎水空間が広がって包接機能も著

しく増大する．2E16““IE28）一方，β一CyDの水酸基にエチル基を導入すると，メチル

化体とは対照的に難水溶性となり，置換度が増すにつれて水溶性は低下する。

2E9’　30）これらアルキル化β　一CyDは適度な界面活性を有し，酸やα一翻ylase

による分解を受けにくく，吸湿性も小さいことなどβ一CyDの欠点が改善される

ことから，各種製剤への有効利用が期待されている．31）
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　そこで，本研究においては難水溶性薬物に対して可溶化作用を有する親水性の

ホスト分子の中からheptakis（2，6－di－0一鷲七hyD一β℃ycl◎cl　ex　il　rin（DM一

β℃yDと略記）を選び，また，水溶性薬物の徐放吟に有用性が期待される疎水

性ホスト分子としてhepeaki＄（2，6一・Cii一・0一・eehyl）・一β一cycl◎d3x七rin（DE・・一

β　一CyDと略記）を用いて，経ロ投与における製剤特性の向上に関する基礎的検

討を行なった。DM一β一CyDによる可溶化を対象とする薬物には，脂溶性薬物で

あるビタミンEのエステルi類（創畷◎c◎ρheryl　acetate，α一馳。◎pheryl

nic◎tinate；VEエステルと略記），3DビタミンK　，，の活性体として知られるメ

ナキノンー4（raenaquin。ne－4；MK－4と略記），83）コエンザイムQ2。（

“bidecaren◎ne；C◎QiVと略記）34）を用いて水溶性の複合体形成を明かに

するとともに，溶解性改善に伴うバイオアベイラビリティの向上を企図した。一

方，DE一一β℃yDによる徐放駒の対象としては硝酸イソソルビド（i＄os・rbide

diniilraiCe；　ISDNと略記）35）を用いて，難水溶性の複合体形成を明らかに

し，溶解速度の制御による徐放化を企図した、本研究で対象とした脂溶性薬物は

経ロ投与（特に，空腹時もしくは胆汁分泌欠損状態）において極めて難吸収性で

あり，また，低融点のため製剤操作上半都合な点が多いことが知られている。

ISDNは抗狭心症薬として現在汎用されているが，生物学的半減期が短く投与頻

度が多いことから，製剤加工的な工夫により薬効の持続が望まれている、これら

薬物とアルキル化i（3　一CyDとの水溶液中におげる複合体形成に関してはT．

Higuchiら36＞により確立された溶解度法を適用し，特にDM一β一CyD系にお

ける高次の複合体形成を定量的に検討した。また，固体状態におげる相互作用の

検討には主に熱分析と粉末X線回折を適用した。さらに，混練法により調製した

固体複合体をビーグル犬またはラットに野饗投与し，DM一β℃yDの場合は溶解

性および吸収性の改善，DE一　S　一CyD複合体の場合は血中濃度の持続効果を薬物

単独投与時の場合と比較検討した。

　その結果，DM一　B　一CyDは難水溶性薬物の速溶解性担体として，また，　D臼β一

CyDは徐放化用担体として下野投与で所期の目的を達成できることがinvit・r◎

およびin　viv◎実験から示唆され，本研究においてアルキル化β一CyDの機能

性製剤素材としての有用性の一端を明らかにすることができた。

一3一



第一編　水溶性薬物担体としてのメチル化β一CyDの有用性

　現在汎用されているβ　一CyDは有機溶媒にはほとんど溶けず，また水への溶解

度（L859／dl，25℃）にも難点があり，製剤添加物として用途に制限がある

ことが指摘されている．3e・　31）近年，水溶性誘導体としてヒドロキシアルキル化

β　一CyDig一2i），分岐β一CyD2i12’　23），メチル化β　一CyDZ！e＄一iiis）などが注目され，機

能性素材として製剤への有効利用が期待されている。代表的なメチル化β一CyD

として，β一CyDの2，6位の水酸基をメチル化したDM一　6　一CyDおよびβ一CyD

の全ての水酸基をメチル化したheptakis（2，3，6－tri－O－meilhyl）一一

β　一cycl◎de×il・riB（TM一　B　一CyDと略記）の2種がよく知られている（Table

D。丁幾β℃yDは構成単位であるグルコース水酸基間の水素結合を形成でき

ないため，環構造は著しく歪んでおり，空洞内部に突き出した3位のメチル基

が立体障害となって，包接能は若干低下する．37）一方，DM一β一CyDは3位の

水酸基が残存するため分子内外で水素結合が可能であり，β℃yDの構造に類似

した円錐台形のバケツ形構造をとっている、しかも空洞がより深くなって疎水空

間が大きいため，伊欝能はβ　一C　yDよりも優れている．38）

　これらメチル化β　一CyDは天然β一CyDに比べて著しく異なる物性を有する（

Table　1参照）．38）たとえば，メチル化i8　一CyDは水にも有機溶媒にも転げ易

く，低い吸湿性と高い界面活性を有する。メチル化β一CyDの水への溶解挙動は

天然β一CyDと対照的に冷水によく溶ける発熱溶解であり，高温では非イオン性

界面活性剤の場合と類似の野点現象を示す。β℃yDのグリコシド結合はα一

ara　yla＄eで分解されるが，メチル化β一CyDは基質特異性により酵素分解を受

け難iい．31）

　β一CyDは急性および慢性毒性試験の結果，安全性が高く，消化管からはほと

んど吸収されずに消化管内の酵素や腸内細菌によって開環後，グルコースと同様

な吸収・分布・排泄挙動を示すことが既に報告されている．39）一方，メチル化

β一CyDの安全性や吸収挙動の詳細は未解明であるが，局所傷害性の指標となる

溶血活性や筋肉刺激性はβ　一CyDよりも強く，安全性に若干問題があるため，注

射費用の薬物担体としては好ましくないものと考えられている．so）さらに，上

釜らの最近の報告によると，DM一β一CyDは経口投与では消化管からほとんど吸
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収されず，腸内細菌でも分解を受けずにintactな状態で糞便中に排出される

ことが：確かめられている．4ωこのように，メチル化β　一CyDは経ロ投与では安

全性に支障のない機能性製剤素材として天然β　一CyDよりも有用性が高いものと

考えられる．

　そこで本研究では，親水性のメチル化β　一CyD誘導体の中から，疎水空間が大

きく包接機能に優れるDM一　B　一CyDを選んだ。可溶化を対象とする薬物には脂溶

性薬物であるVEのエステル類（ct・一toc◎pheryi　aceta七e，　os・一t◎copheryl

nicotinate），32Dメナキノンー4（M・K－4），33）コエンザイムQ　iO（C◎QiO）

34） �cfル薬物に選び，まずこれら薬物とDM一β一CyDとの水溶性の複合体形

成を明らかとし，さらに，溶解性改善に伴うバイオアベイラビリティの向上を企

図した。以下に各薬物ごとに検討結果を詳述する。

Table　1．　Some　Physicochemical　and副◎logical　Properties

　of　Methylated　rs－CyDs

Property 1（3－CyD　DM一　rs－CyD　TM一　，8－CyD

Nurnber　of　glucose　unit

lnternal　cavity　diarneter　（A）a’

Meltlng　point　（oc）

［　c￥　］Db）

Water　content　（％）c＞

Solubility　（g／dDb’

Surtace　tension　（rnN／m）d）

Half　llfe　of　ring　opening　（h）e’

50SO）一60　Hemolysis　（mM）O

　7

　6

280

163

1　6．2

i．85

71

5．4

5．0

　　7

　　6

295－300

　160

　2．8

　57
　62
　8．0

　1．0

　7

4－7

157

158

1．6

31

56

1．7

2．5

a）Estimated　by　the　Corey－Paりiing－Koltun　（CPIく）model．

b）　ln　water　at　25　℃，

c）　At　75％　reiative　hurnidity．　Detemined　by　Karl－Fischer　method．

d）　Concentration　of　CyDs　was　O．1　mM．

e）　ln　1　．0　N　HCI　at　6e　OC．

f）　Hurr｝an　erythrocytes　（O．25iOl，60）　in　PH　7．4　isotonic　phosphate　buffer　at　37　℃．
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第一章ビタミンE誘導体の溶解性並びにバイオアベラビリティの向上

脂溶性ビタミンE誘導体であるα一トコフェロールエステルの経ロ投与による

吸収率は，絶食時や胆汁分泌のない状態で極めて低く，その一つの理由として消

化管内での低い溶解性によることが知られている，軋4a著者は可溶化剤の検索

に関する予備的な実験から，天然CyDでは飴トコフェロールエステルの溶解

性がほとんど改善されないことを見出した、そこで本研究では，D瞳β℃ゆと

の複合体形成を利用して酢酸α一トコフェロールおよびニコチン酸α一トコフェロ

ール（Fig。2）の溶解性並びにバイオアベイラビリティの向上を目的として以

下の検討を行った。

CK，

R

CH，

CH，

o H3　CH，　　　　　　塁
（C　H，C　1－1　，，　C　H2C　H）　3一　C　H3

ex・T◎c鱒瞭ヲ1蹴繍e　　R躍CH、COO一

躍一丁・蜘yl蜘鰍：R　・　e　rCOO噂

F婚2・c艶錨量⑬蓋s魏醜麗騰鋸幽丁㈱碑eガy亙E醜ers

（D三一薪CyOと翻一トコフェロールエステルの複合体形成

　D隆β℃yDによるα一トコフェロールエステルの溶解度相図をHg。3に示

す、エステル類の水への低い溶解度はD晒β℃yDとの複合体形成により著しく

改善された。たとえば，各薬物の溶解度は0．lMのDM一β℃yD添加により

lO5倍以上増大した、このような顕著な可溶化効果は従来の薬物／CyD系では例

のない初めての知見である。
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　Fig．3において，　DM一　S　一CyDの添加濃度の増加につれて薬物の溶解度が指数：

関数的に上昇する溶解度曲線は，T．　Hig　es　chiらが定義したAp型に分類さ

れ，86）高次の複合体形成を示唆する．そこで，高次複合体の安定度定数を決定

するため，上昇曲線を定量的に解析した、すなわち，ゲスト薬物Gとホスト分

子Cが1：nモル比で遂次的に包接複合体を形成すると仮定した場合，その化

学量論的な関係は式（Dで示され，各安定度定数（K，、n）は式（2）で定義され

る．43）
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　ここで〔Gコ，［C］は遊離型のゲスト分子及びCyDのモル濃度を表わし、　G．

及びC。はCyD存在下のGの総濃度及びCyDの添加濃度とし、［G］に関する

n次の多項式によってそれぞれ表される。これらの平衡式を解析するために、

式（2）を式（3）、（4）に代入するとそれぞれ式（5）、（6）が得られる。この場合、

［G］は［Cコ＝0におけるGの溶解度G。に相当し、［C3は濃度C．における

freeのCである［偽〕に相当する．従って、遊離型CyD濃度［C・：，コがわかれ

ば、非線形最小二乗法で式（5）を処理することにより、各安定度定数を正確に

算出できる。

　［Cfコに関する最初の近似値を得るには，［Cず］を既知の［C。］で代入するこ

とにより，式（5）から［C。］と既知のG。とG。値を用いてsimplex法44’　4δ）

を適用し，予備的に安定度定数を見積ることができる。その計算値を用いてさら

に，［鋳］はみかげの安定度定数と既知のC。とG。値を用いて式（6）から

［Cず］の高次方程式の解として算出される。このような操…作を各安定度定数の収

れん値が得られるまで式（5），（6）を用いて反復使用し、算出された各複合体の

真の安定度定数をTable2に示す。この解析法によると，　Fig．3の実験条件

下では（DM一β一CyDの添加濃度：0～1．O　x；O一？M），α一トコフェロール

エステルとDM一　B　一CyDとの間で1：1，1：2，1：3モル比の複合体が主に

形成されるものと推定される。Table2から明らかなように，両薬物に関する

K，、z値はK、、、およびKユ、3に比べて極めて大きく，モル比1：2の複合体

が最も安定なことが示唆された。このモル比1：2の包接様式はα一トコフェロ

Table　2．　Stability　Constant＄“）　of　ev－Tocopheryl　ester－

　DM一　rs－CyD　Cornplexes　in　Water　at　25　OC

System K＝　G

（M－i）

K嘩：2　　　K，：3

（M－i）　（M－i）

Gob）

（M）

ev－Tocopheryl
nicotinate

c￥一Tocopheryl

acetate

20　t540000　1　1．97xlO－7

300　172000　70　1．07×10－7

a）　Ki：n：Stability　constant　of　1：n　（drug：DM－i（3－CyD）　complexes，

b）　Go　：Solubility　of　the　drugs　in　water　at　25　OC．
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一ルエステル／DM－g3　一CyD複合体に対するCPK（C◎reゾPa“liRg－K◎ltun）分

子モデルの空間的な関係の検討からも支持される。

　そこで，以下の実験では1：2モル比からなるα一トコフェロールエステル

／DM一　B　一CyD複合体を混練法46）で調製し使用した。なお，固体状態におげる相

互作用は示差熱分析（DTA）および粉末X線回折法により推定した．

　代表例として，ニコチン酸es　一一トコフェロール／DM一　B－CyD系のDTA曲線を

Fig，4に示す。エステルの融点に相当する45℃の吸熱ピークは複合体形成に

より完全に消失した。また，Flg．5に示す複合体の粉末X線パターンはゲスト

とホスト分子の物理的混合物の場合とは明らかに異なっていた。これらの結果は

α一トコフェロールエステルとDM一β　一CyDが固体状態において相互作用してい

ることを示唆する．47）

9
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　　　　　　　（A）慧　ex　・達◎c◎P蝕eryl鶴lco重蓋Rate，

　　　　　　　（B）　塞　峯）憂蓋ys量《：a盈　驚薩X醜蕊re，

　　　　　　　（c＞Σc◎岬e瓦
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（A）

〈B＞

s xs 2S

2e　〈e＞

醗9．5．：Powder　X・醜ay亙）縦瞼。ωg聡醗s　of認・Toco麟hery盈

　N量co重量縦e・PM・βCyD　Sys鑑em

　　　　　　　　（A＞謬　夢蝕ys蓋ca置聯敵蝕re，

　　　　　　　　（B）＝c◎脚lex．

（2）溶解挙動

　Fig．6は日本薬局方（JPXDの崩壊試験用第1液（pH　1．2）におけるニコ

チン酸ec　一一トコフェロールとそのDM一β一CyD複合体の溶解挙動を示す。ニコチ

ン酸α一トコフェロール単独の場合，この実験条件では溶解速度が著しく小さ

く，薬物濃度は検出限界以下であった．48）一方，酢酸α』トコフェロールおよび
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ニコチン酸α一トコフェロール／DM一β一CyD複合体からの各薬物の溶出率は

Fig．3から予測されるように，その高い水溶性に由来し顕著に上昇した．溶出

がピークに達した後の薬物濃度の減少は，過飽和状態において複合体が解離し，

そのとき生じる難水溶性の遊離形ゲスト薬物の析出によるものと推定される．鵡9）

同様に，JP　XIの第2液（pH6．8）に対する溶出試験の場合もα一トコフェロ

ールエステル／DM一β一CyD複合体の急速な溶解とそれに伴う薬物濃度の減少が

観測された。

曾
籍
選
）

10

@
　
　
　
　
　
5

露
義
賊
劔
8
竃
覧
お
豊
8
3
・
講も

　
　
　
　
　
⑪

。
鑑
9
鎧
㊤
9

e
s

2 a
g

藪 8 鎗

丁蓋搬e　（醗藍髄）

罰9。6。D量ssol聴琶1磁Pmpffles　o重ex　・　T＊¢◎P腕謬y垂N童co重1灘就e徽磁

　臨DM：・β・CyD　C伽ge量ex蓋睡伽e　M【e曲醗。ぜ鯉X互F量ecs9

　騨戯認魏37℃，M紐S翻e磁恥y甑eD細鰯㊤認蜘㎜重M紬。認

　　O嵩距琶oc◎pheryg　it量co建量謝e，㊥鶏co璽叩蓋ex。

一12一



（3）IRViv◎吸収挙動

　ニコチン酸ec　一一トコフェロールとそのDM一β一CyD複合体を空腹時のビーグル

犬に経口投与し，薬物単独投与の場合との吸収挙動を比較した。

　Fig．7は薬物およびそのDM一β一CyD複合体（100　mg／body）を充填した

ゼラチン硬カプセルを騰馬投与後のニコチン酸α一トコフェロールの平均血漿レ

ベルを示す。既に知られているように，ニコチン酸Ct・一トコフェロールの吸収率

は空腹時の経口投与において極端に低いことが本実験でも観察ざれた．
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　一方，薬物をDM一β一CyD複合体として投与した場合，ニコチン酸α一トコフ

ェロールの血漿レベルは顕著に上昇した、すなわち，薬物単独投薬時の最高血漿

レベル（Cmax）は3．67±O．80　hで0．020±0．008μ9／ndを示したのに対

して，複合体のCmax値は4．00±0。4　hで0．344±O．039μ9／mlを示し

た。複合体を経ロ投与後48hまでの血中濃度時間曲線下面積（AUC）はニコチ

ン酸α一トコフェロール単独の場合に比べて約70倍に増大した、このような吸

収性の増大は，他の添加剤を用いても例を見ない顕著な効果である。
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（4）小括

　α一トコフェロールエステルの水への溶解度はDM一β一CyDとの複合体形成に

より著しく増大した。例えば、0。1MのDM一β一CyD存在下に於て、約los倍

の増大を示した。α一トコフェ92・一ルエステル／DM一β一CyD系の溶解度相図は，

丁．Higuchiら36）の分類によるAp型を示し，高次複合体の安定度定数を溶

解度曲線のカーブフィッティングにより決定し，ニコチン酸α一トコフェロール

／DM一β一CyDのモル比1：2の固体複合体は混練法により調製した。複合体化

により薬物の溶解性は著しく増大し，絶食時のビーグル犬に経＝ロ投与した場合，

複合体のバイオアベイラビリティは薬物単独に比べて約70倍増大した。
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第二章　コエンザイムQ　reの溶解性並びにバイオアペラピリティの向上

　CoQlcrは細胞呼吸系における酸化還元に関与する電子伝達体として，生体組

織に広く分布している。現在臨床的には虚血性心疾患，高血圧性心疾患などに伴

う浮腫，肺うっ血，抗狭心症薬として汎用されているが，5。’　51）空腹時に経営投

与するとCoQl。のバイオアベイラビリティは極端に低いことが知られてい

る．52）その主な理由として，C◎Qi。の化学構造（F19．8）から類推されるよう

に，長いイソプレノイド鎖に由来する疎水性のため，水への溶解度が極めて低い

ことである．s8’そこで本章では，　DM一　S　一CyDとの複合体形成を利用して

CoQ、oの溶解性の改善によるバイオアベイラビリテGの向上を企図した、な

お，以下の実験ではCoQ、。の光分解54）を避げるため，遮光条件下で行なっ

た。

　　　　o

ll：1）α論よ〉淵

　　　　o

F噛＆Che㎜蓋。魏S繊。舳re　oぜC◎Qlo

（D溶解挙動

DM一　g3　一CyDによるCoQ、。の可溶化現象を前章と同様に溶解度法により検討

した。Fig．9は25℃におげるCoQlo／DM一β一CyD系の溶解度相図を示す。

CoQ，。の低い溶解度はDM一β一一CyD添加により著しく上昇することが明らかで

ある。たとえば，CoQ・mの溶解度（2．OxlO『ユoM）は0．04MのDM一β一CyD

添加により2xloes倍増大した。　DM一　6　一CyDの可溶化能は既に報告されている

ケノデオキシコール酸の場合5S）よりもかなり高いことは注目に値する。　Fig．9

の溶解度曲線はT．HiguchiらによるAp型に分類され，36）高次の複合体形
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成を示唆しているeそこで，第一章において示したように相図の上昇曲線を非線

形最小二乗法により解析し，蕩次複：合体の安定度定数を算出した。その結果，モ

ル比i：1，1：2，1：3および1：4（ゲスト1ホスト）複合体の安定度定

数はそれぞれ700M→，380M→，116800M－1，LOM－1となり，1：3モル比

のCoQi。／DM一　6　一CyD複合体の安定度定数は他の組成比からなる複合体よりも

著しく大きな値が得られたeこの事実は長い側鎖を有するC。QiSの包接に3

分子のDM一　S　一CyDが関与し，可溶性複合体を形成することを示唆する。そこ

で，以下の実験ではモル比1：3の固体複合体を混練法により調製し，固体状

態における相互作用を粉末X線回折法により検討した。
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　Fig．10はCoQユ。／DM一　B　一CyD系の複合体と物理的混合物の粉末X線回折図

を示す。物理的混合物の回折パターンは各成分を重ね合わせたパターンが得られ

た、一方，複合体の回折パターンは物理的混合物のそれとは明らかに異なり，新

しい固相の形成を示唆している。また，ブロードなピークを与えることから，複

合体化により薬物の結晶性が低下しているものと推定される．4n

〈A＞

（B＞
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s
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　臼g．11はモル比1：3複合体の水溶液中での溶解挙動を示す。CoQl。自体

はその低い溶解度により溶解速度も極めて遅く，一方，DM一β一CyD複合体は薬

物単独よりも著しく速く溶解した、この溶解速度の増大は，Fig．9，　Fig．10か

ら予測されるように，複合体化による薬物の溶解度の上昇，ぬれの改善，結晶化

度の低下などに起因するものと考えられる、
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（2）lnViv◎吸収挙動

　CoQ、。／DM一　S　一CyD複合体の吸収特性を評価するため，空腹時のビーグル犬

を用いて薬物単独投与の場合と比較した。Fig．　i2はCoQユ。およびそのDM一

β一CyD複合体を経ロ投与後の血漿中のCoQ、。レベルを示す、　CoQi。単独を犬

に経ロ投与した場合，血漿中の内因性のCoQ、。には変化が見られず，　CoQ・”

はほとんど吸収さ：れないことが示唆された．一方，DM一β一CyD複合体を投与す

ると血漿中CoQ旧レベルは上昇した。この血漿中レベルの上昇は消化管内での

DM一β℃yDの大きな可溶化効果に起因するものと推定される。従って，　DM一

β一CyDはCoQ・mの溶解度や溶解速度を向上させ，それに伴いバイオアベイラ

ビリティが改善されたものと考えられる、
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（3）小　括

　脂溶性のコエンザイムQ　i。（C◎Qi。）とDM一β一CyDとの複合体形成について

溶解度法により検討した結果，C◎Qa。の水に対する溶解度は，たとえば，0．04

MのDM一　g3　一CyD添加によって約2×IO6倍上昇した。　CoQユ。／DM一β一CyD系

の溶解度曲線は典型的なAp型を示し，高次の複合体形成が示唆された。　Ap

型相図を非線形最小二乗法で処理した結果，主な複合体の化学量論はl13（

CoQユ。：DM一　B　一CyD）と推定され，その安定度定数は116800　M一雀と大きな値

が得られた。CoQ、en／DM一　S　一CyD複合体の溶解速度は薬物単独よりも極めて大

きく，絶食時の犬への経ロ投与においてバイオアベイラビリティの改善が認めら

れた。
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第三章メナキノンー一4の吸収特性並びに薬理効果の向上

　ビタミンKは1929年，H．　Damによって血液凝固に関与するビタミン（

K◎agulation　viilamiR）として発見された脂溶性ビタミンであり，K，からK：

7までの存在が知られている．55）天然には，植物由来の：K，（phyll◎eq・Ut　R＃ne

）と動物の腸内細菌によって産生されるK：2（raenaquiR◎ne）が存在する、ビ

タミンK：2はキノン骨格にis◎pe酌yl基がついた多数の同族体が存在し，近

年s新生児の低プロトロンビン血症や外科手術時の出血予防及び治療などに用い

られている。しかしながら，ビタミンK、およびK2は脂溶性であり，空腹時の

胆汁分泌の少ない状態，胆道閉塞症，脂肪吸収障害などの場合，経ロ投与時のバ

イオアベイラビリティは極めて低く，光や熱に不安定なことが知られてい

る．5es・　5n従って，これら脂溶性ビタミンの製剤特性の改善は実際製剤上重要な

課題であり，近年ビタミンK，については界面活性剤などを用いて溶解性，安定

性，吸収性の改善に関する検討が行われている。58・59）そこで本研究では，ビタ

ミンK2類の中で経ロ投与時の薬理活性が高いとされているmenaqgiBone一一4（

MK－4，　Fig．13参照）6。）を対象薬物に選び，　DM一　6　一CyDとの複合体形成に伴

うMK－4の溶解性の改善による経口投与時の吸収挙動の変化について検討を行

った。

o
CH3

○

〉べH

C　H，

：麟移量3。C娩麟㈱塁S琶職。舳弓勢MK4
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（DMK－4とDM一β一CyDとの複合体形成

　3種のビタミンK：類（K，，MK－4，　K8）とDM一β一CyDとの複合体形成につ

いて，溶解度法，DTAおよび粉末X線回析により検討した。　Fig．14にDM一

β一CyD添加によるビタミン：K類の溶解度変化を示す。脂溶性のビタミンK、お

よびMK－4の溶解度相図は前章で述べた脂溶性薬物の場合と同様にAp型を示

すことから，水溶液中において脂溶性ビタミンKユおよびMK－4はDM一　S－

CyDと高次の複合体を形成することが示唆された。一方，ビタミンK8の溶解

度相図はAし型を示し，モル比1：1の複合体形成が示唆された．36＞
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　そこで，脂溶性のビタミンK1およびMK－4については逐次的な高次複合体

の形成を仮定して，第1章で述べたように相図の曲線を非線形最小二乗法により

解析し，高次複合体の安定度定数を算出した。γable3に示すように，　MK－4と

DM一β一CyDとのモル比1：3の複合体の安定度定数は46400　M　1と最も大き

く，他のモル比からなる複合体の安定度定数は無視できるほど小さいことから，

水溶液中では主に1：3の複合体を形成するものと推定される．同様に，ビタ

ミンK、とDM一β一CyDはモル比1：2の複合体形成が示唆された。なお，こ

のような組成比の相違は，ゲスト薬物の化学構造や側鎖の立体的な相違を微妙に

反映しているものと考えられる。宅こで，本章ではモル比1：3のM・K－4／DM・一一

β一CyD複合体について以下の検討を行った。

丁able　3、　Stability　C◎nstantsa）◎f　Vitamin　K　Analogues－

　DM一・　rs－CyD　Complexes　in　Water　at　25　OC

Syste　m Kl：1　Kl：2　K”3　K”4
（MMi）　（M－t）　（M－t）　（M－t）

Gob）

（M）

Vitamin　Kl　410　21800　5　ND　3．5　x　l　Ont7

Vitamin　K2（MK一一4）　40　“00　46400　1　6．7xlO－8

Vitarnin　K3　120　ND　ND　ND　fi．8　x　lO一一3

a）　Ki：n：Stabillty　constant　of　1：n　（drug：DM－yB－CyD）　complexes．

b）　Ge　：Solubility　of　the　drugs　in　water　at　25　℃．
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　Hg．15は混練：法により調製した複合体および物理的混合物の粉末X線回折パ

ターンを示す。物理的混合物の回折パターンは，MK－4およびDM一β一CyD両成

分の回折パターンの単純な和として観察された。一方，複合体では各成分の特性

ピークが消失し，各成分とは異なる回折パターンを示すことから，固体状態にお

ける相互作用が示唆された．4n

犠　，．）

（B）

（c）

（D）

一．Aww一．ww－ww一”．一一．L－N－

　s　ro　xs　2g　2s
2＄　（ge＞

F嘔丑5。Pow醜r　X・R瑠Dl飾9繍伽gr躍s◎蕉MK4・・

　BM・βCyのSys垂鵬
　　（A）：　MK－4，　（B＞：　DM［一rs－CyD，

　　（C）　竃　P叢玉ys量ca甕　董孤且X醜艮奮e，　（D）　Σ　¢omp嚢eX。
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　Fig．16はMK－4／DM一　6　一CyD系のDTA曲線を示す、　M・K－4の融解に基ずく

42℃付近の吸熱ピークはDM一　B　一CyDとの物理的混合物に観察されるのに対し

て，複合体ではそのピークは消失した。従って、MK－4は固体状態に於てDM一

β　一CyDと熱的に安定な複合体を形成するものと推定されたe
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（2）溶解挙動

　Fig．17はデンプンを賦形剤としたMK一一4およびそのDM一β一CyD複合体を

ゼラチン硬カプセルに充填し，カプセルからのMK－4のJP　Xl崩壊試験用第1

液中への溶解挙動を示す。MK－4単独に比べて，　DM一　B　一CyD複合体化による薬

物の著しい溶解性の改善が認められたe前章で述べたように，このような溶解性

の向上はDM一β一CyDとの複合体形成によるM・K－4の溶解度の上昇，ぬれ，分

散性の改善などが寄与しているものと推定される．
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（3）lnViv◎吸収挙動

　前述のin　v・itro溶出試験の結果から，　MK－4をDM一β一CyD複合体として経

ロ投与すると吸収性の増大が期待されるため，MK－4単独またはD陸β℃yD複

合体を充填したゼラチン硬カプセルをビーグル犬に経ロ投与後の薬物の吸収挙動

を比較した。MK－4として60　mg相当量のデンプン混練物またはDM一一β一CyD

複合体カプセルを12時間絶食させたビーグル犬に経ロ投与後の平均血漿中

MK－4濃度の経時変化をFig．18に示す．投与後1時聞以降のMK－4の血漿中

濃度は，薬物単独に比べてD睦β℃yD複合体で有意に増大した。
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Table4は臼g．18のデータを解析して得られたバイオアベイラビリティパ

ラメータを示す。MK－4単独に比べて複合体投与により最高血漿中濃度（Cmax）

は約17倍，血中濃度時闘曲線下面積（AUC）は約；9倍にそれぞれ増大し，

DM一　B　一CyD複合体化による顕著なバイオアベイラビリテ4の向上が認められ

た、

Table　4．　Pharmacokinetic　Pararneter＄　of　MK一・4　or　lts　DM一　rs－CyD　Complex

　Following　Oral　Administration　（equivalent　to　60　mg　MK－4）　to　Dogs

Sy＄tem 　Cmax
（　pt　g／　ml）

継
＼
ノm
h

t
（

　AUC
（h　e　pa　g／ml＞

MK－4a）　O．121±O．031　2．6±OA　O．2671O．050

DM　B－CyD　compiex　2．085±O．282ee　1．9±e．3　5．154±1．018esee

a）　Diluent：starch．

Each　value　represents　the　rnean　±　S．E．　of　6　dogs．

“：p〈O．Ol　versus　M　K－4．　ee”：p〈O．05　ver＄us　M　K－4．

（4）血液凝固活性

　複合体形成に伴うMK－4のバイオアベイラビリティの向上を薬理効果の面か

ら評価するため，低プロトロンビン血症ピーーグル犬を用いて血液凝固活性を比較

検討した．61）Fig．19は12時間絶食したワルファリン誘発性低プロトロンビ

ン血症ビーグル犬にMK－4として130　mg相当量のデンプン混練物およびDM一

β℃yD複合体を経ロ投与後の血液凝固活性値の経時変化を示す。なお，経口投

与はワルファリンナトリウム1mg／kgを静注後最も活性値が低下する36時間

目に行い，血液凝固活性（PCA）はプロトロンビン時間（PT）の測定により評価

したeMK－4単独投与では投与後4時間目から活性が上昇し，以後徐々に回復

するのに対して，DM一β一CyD複合体の場合，投与後1時間目から急激に活性が

上昇し，2時間後で既にPCA　50％まで回復した。この複合体投与の結果は，

MK－4（i　mg／Kg）を静注した際の活性値の上昇に類似した速効性のパターンを

示している。
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　DM・β・CyD　Co即1鋸（eq麗量va塁e醜瞳　重◎　130　醗9　｛董rssg）毬。　D◎gs

　　　△1¢◎瞭◎1，All。v。醗毒ec重1磯（13醗畠MK・羅）撃

　　　OlMK畷，㊥1ゆ酷βCyD　c◎搬脚x。
　PCA＝騨。臨月。髄睡灘¢◎醗P童ex　es£重量vl重y，　PT器夢ro臨建。鵬麟盤髄醗e。
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　Table　5ば血液凝固活性値の正常値と異常値の境界をPCA　60％とし，62）

MK－4投与直後から正常値まで回復するのに要する時間（TPCA　60）を各試料に

ついて算出した結果を示す、Table5から明らかなように，　MK－4単独のTPCA

60％値は27時間となり，自然回復の36．6時間（Table5のconilr◎1参

照）と有意な差がないのに対して，複合体ではわずか3．3時間となり，MK－4

単独に比べて著しい作用の増強が認められた。このように，薬理効果の面からも

DM一　B　一CyD複合体化によるM・K－4のバイオアベイラビリティの改善が認められ

た。
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Table　5．　Coagulation　Recoveries　of　Warfarin－induced

　Hypoprothrornbinemia　Following　Oral　Administration

　ef　MK－4　or　lts　DM一　rs－CyD　Cornplex　（equivalent

　to　130　rng　MK－4＞　to　Dogs

System TPCA　60a）
　（h）

Control

lnjection　（i．v．＞b）

MK－4c）

Comp沿x

36．6　±　O．9

0．9　±　O．1

2ZO　±　4．2

3．3　±　1．1　tw

a）　TPCA　60：Time　required　for　PCA　to　return　to　60SO）60．

b）　Dose　equivaient　to　13　rng　MK－4．

c）Dilue耐：starch．

Each　value　repre＄ents　the　rnean　±　S．E．　of　4　dogs．

“：p〈o．ol　versus　M　K－4・

（5）MK・一4の吸収経路に及ぼすDM一β一CyDの影響

　脂溶性ビタミン類は絶食時にはほとんど吸収されないが，摂食時には分泌され

た胆汁により薬物が可溶化され，主にリンパ系を介して吸収されることが知られ

ている．68）しかしながら，Fig．18およびFig．19に示したように，絶食時に

おいて複合体投与により高い血漿：中濃度と薬理効果の増強が観察された．これは

主にDM一β一CyD複合体化による薬物の溶解性の向上に伴う吸収量の増大に起因

するものと考えられるが，その際DM一β一CyDが薬物の吸収経路にも何らかの変

化を及ぼす可能性が予想される。そこで，M・K－4の吸収経路に及ぼすDM一β一

CyDの影響についての予備的知見を得るため，胸管リンパを導出したラットを
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用いて胆汁存在下および非存在下におけるMK－4の血漿中濃度とリンパ移行量

を比較検討した。

　Fig．20は，胆汁分泌状態の正常なラットにMK－4およびDM一β一C頭複合体

を経ロ投与後のMK－4の血漿中濃度並びにリンパへの移行量の時間推移を示

す。MK－4およびDM一β℃yD複合体いずれの場合もMK－4は血漿中にはほとん

ど検出されなかった、しかし，リンパ液中にはいずれの場合も検出され，その移

行量はDM一　6　一CyD複合体の方がMK－4単独よりもわずかに多くなる傾向が見

られた、これらの知見から，胆汁分泌時には，MK－4は胆汁により混合ミセルを

形成して吸収され，その際M・K－4はカイロミクUンに取り込まれてリンパ系へ

移行し，溶解性に優れる複合体の方がその移行量は多いものと推察される、
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次に消化管内に胆汁の存在しない条件を設定するため，ラットの胆管を導出し

て胆汁を体外へ排出させながらFig．20と同様の検討を行った。　Fig．21から

明らかなように，薬物単独投与では胆汁による混合ミセルが形成されないため，

血漿中およびリンパ一中にMK－4は検出されなかった。しかしながら，溶解性

に優れるDM一β℃yD複合体投与ではMK・一4の吸収が見られ，　Fig．20の胆汁

存在時とは明らかに異なり，血漿中へのMK－4の移行が観察された。

　以上の知見から，複合体投与の場合は胆汁の有無にかかわらずバイオアベイラ

ビリティが向上し，臼g．19のような薬理効果の増強として観察されたものと推

定される。
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（6）小　括

　M・K－4は水溶液中および固体状態においてDM一β一CyDと水溶性の高次複合体

を形成し，顕著な溶解性の改善が認められた、Aρ型溶解度相図の解析から，

主な複合体の化学量論比は1：3（MK－4／蹴一β℃yD）であり，その安定度定数

は46400M－1と極めて大きな値が得られた。そこで，1：3固体複合体を混練

法により調製し，その溶解性，吸収性，薬理活性をMK－4単独の場合と比較し

た、複合体をビーグル犬およびラットに経口投与後の血漿中MK－4濃度は薬物

単独に比べて増大し，特に空腹時および胆汁欠損時に顕著であった、また，ビー

グル犬を用いたinvlv◎吸収実験並びに血液凝固活性の評価実験から，複合体

を経口投与時のMK－4のバイオアベイラビリティの改善に伴うプロトロンビン

時聞の著しい短縮が確かめられた．さらに，胆管を導出したラットによる吸収挙

動の検討に基づいて，複合体投与時においてはリンパ系に加えて門脈系を介した

吸収が認められた。その結果，初回通過効果によりM・K－4が肝代謝を受ける際

に薬理活性を発現し、es4’65＞速効性を示すものと予測された。これらの知見は，

脂溶性ビタミン類をD陸β℃yD複合体として経ロ固形製剤に応用する際に，特

に吸収の悪い空腹時や胆汁欠損状態においても注射剤に匹敵するほどの大きなバ

イオアベイラビリテEが得られることを示唆するものである。
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第四章　第一編の考察

脂溶性薬物は絶食時にはほとんど吸収されないため，経口投与におけるバイオ

アベイラビリティに変動を生じやすいことが知られている、中でも，脂溶性ビタ

ミンは低融点で取扱に不便であり，難水溶：性のため可溶化剤として界面活性剤が

使用されているが，剤形によっては安全性の面から使用に制限がある．66）そこ

で第一編では，水溶性アルキル化β℃頭誘導体の中から比較的嵩だかいホスト

分子に対して優れた包接能を有するDM一β一CyDに着目して，6n経ロ投与用の

機能性製剤素材としての有用性の評価を行なった．本研究では上記の難点を有す

る脂溶性のモデル薬物として，os　一一トコフェロ・一一ルエステル，　C◎Qm，　MK－4の

3種を選び，DM一　B　一CyDとの包接複合体形成に伴う溶解性およびバイオアベイ

ラビリティの向上を企図した。

　まず，水溶液中における複合体形成を明らかにするため溶解度法を適用し，溶

解度相図を作成した結果，脂溶性薬物／DM一β一CyD系はいずれもT．　Higuchi

らの分類によるAp型を示し，可溶性の高次複合体の形成が示唆された．たと

えば，0．04MのDM一β一CyD添加によってCoQl。の水に対する溶解度は約2

xlo6倍も上昇した。各溶解度曲線を非線形最小二乗法で処理し安定度定数を

算出すると，104～10δM－1オーダーの大きな値が得られ，従来知られている

ものよりもかなり安定で水溶性の高い複合体形成が示唆された．68’高次複合体

の二二モル比にはゲスト分子の立体的な関係が反映され，α一トコフェロールエ

ステル／DM一β一CyD系では1：2，　CoQ、o／DM一β一CyD系では1：3，

MK一・・4／DM一β一CyD系では1：3モル比の複合体が主として形成されるものと推

定された。なお，固体状態の相互作用は粉末X線回折および熱分析により確認し

た。

　上記組成からなる脂溶性薬物／DM一β一CyD複合体は混練：法により調製し，薬

物単独と溶解挙動を比較した結果，いずれの薬物でも顕著な溶解速度の増大が確

められた。そこで，各複合体を絶食時のビーグル犬に経口投与し薬物単独の場合

と比較すると，特にニコチン酸α一トコフェロール複合体では約70倍のバイオ

アベイラビリテ4の改善が認められた。また，MK－4／DM一　B　一CyD系について，

ビーグル犬を用いた血液凝固活性の評価実験から，複合体を経ロ投与時のMK－4
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の吸収性改善に伴うプロトロンビン時間の著しい短縮が確かめられた。

　このように，3種の脂溶性薬物はDM一　S　一CyDとの複合体形成によりいずれも

顕著なバイオアベイラビリティの向上が認められた。Fig．22は，　CyD複合体

の溶解と解離を伴う消化管吸収挙動を模式化したものである。通常，溶解性が大

で安定度定数の小さい複合体ほど消化液中では遊離形ゲスト薬物の濃度が多くな

るため，消化管吸収に有利になる．13）しかしながら，今回のDM一　S　一CyD複合

体の安定度定数は極めて大きな値を有することから，Fig．22の機構では十分に

説明することは困難である．特に空腹時や胆汁分泌のない場合に観察される複合

体の高い吸収性には競合包接など他の要因69）や複雑な吸収経路が関与している

ものと考えられる。
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　既に述べたように，脂溶性のビタミン類は絶食時にはほとんど吸収されない

が，摂食時には分泌された胆汁により薬物が可溶化され，主にリンパ系を介して

吸収されることが知られている．63）そこで，空腹時および胆汁欠損時における

DM一　6　一CyDの顕著な吸収改善効果を明らかにするため，胆管を導出したラット

による吸収挙動を比較検討した。その結果，複合体投与時においてはリンパ系に

加えて門脈系を介した吸収の可能性が示唆された（Fig．20，21参照）。

　Fig．23はFig．2i，22の知見に基づいて消化管内における脂溶性ビタミン

類（FV）の溶解性並びに吸収経路に及ぼすDM一β一CyD包接の影響を模式化し

たものである。
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　Fig．23において，まず胆汁分泌時には，　FVは胆汁により混合ミセルを形成

して吸収され，その際FVはカイロミクロンに取り込まれてリンパ系へ移行す

るものと考えられる。一方，複合体投与の場合はFV単独と同様の挙動を示す

が，脚一β℃yD複合体化による溶解性の向上のため，吸収量は増大するものと

考えられる。次に，胆汁非存在下におげるFV単独投与の場合，胆汁による混

合ミセルが形成されないためほとんど吸収は起こらず，バイオアベイラビリティ

が低下する。一方，複合体の場合，FVの溶解性の向上により吸収量は増大し，

さらに，その吸収経路は胆汁分泌状態とは異なり，門脈系へもある程度移行する

ものと予想される。その結果，MK－4の場合のように薬理効果の増強（Fig．　ig

参照）として観察されたものと推定される。

　このように，脂溶性薬物をDM一β一CyD複合体として経ロ固形製剤に応用する

際に，特に吸収の悪い空腹時や胆汁欠損状態においてもバイオアベイラビリテ4

の向上を予期させるものである。今後DM一β℃yDを実際製剤に使用するには特

に安全性に関する詳細な検討が必要であるが，経ロ投与ではほとんど安全性に問

題はないとされており，27）近い将来非イオン界面活性剤に代わる機能性製剤素

材として有効利用が期待される。
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第二編疎水性薬物担体としてのエチル化β一CyDの有用性

　β・一・CyDの水酸基にエチル基を導入した誘導体（DE一β一CyDおよび

heptakis（2，3，6．．一tri。。．O＿ethyi）．．　6　．．cycl◎dextrin　（τE一β一CyDと略記）

；Fig．24）は，第一編で述べたメチル化β　一CyDとは対照的に難水溶性であ

り，水溶性薬物の徐放性担体として製剤への有効利用が期待される。そこで本編

では，疎水性のアルキル化β一CyDの機能性製剤素材としての有用性を明らかに

するため，エチル化β一CyDについてそれらの各種物理化学的性質を天然

β　一CyDおよびメチル化β一CyDと比較し，さらに，吸収が速いため徐放化が望

まれている抗狭心症薬硝酸イソソルビド（IS　DN）一7e’　71）をモデル薬物に用い

て，in　vitro放出挙動およびラットを用いたin　viv◎吸収挙動を比較検討し

た。
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第一章　エチル化溜一CyDの物理化学的牲質

　Table6は本研究で用いたエチル化β℃yDの種々の物性値を天然β一CyD

およびメチル化g3　一CyDと比較したものである、エチル化β一CyDの水への溶解

度，融点，表面張力，水分含量，環開裂反応速度はいずれも天然β一CyDやメ

チル化‘8　一CyDとは明らかに異なる性質を有している。以下に，製剤素材の評価

において重要な指標となる溶解性，安定性，界面活性，吸湿性に関する検討結果

を述べる。

Table　6．　Some　Physicochemical　Propertie＄　of　Methylated

　and　Ethylated　／e－CyDs

CyDs
M臼lting

point
（，C）

Solubilitya）　Surtaceb’　WaterC＞　Halfd）

in　water　ten＄ion　content　life
　（g／dl）　（mN／m）　（Se＞6e）　（h）

X3－CyD
DM一一　le　一・　CyD

TM一　！e－cyD

DE一　／e－cyD

TE－s　6－CyD

　280
295－300

　157
　255
　60

1．85　71．9　16．2　5．4
57　67．8　2．8　8．0
31　62．5　t．6　fi．7
0．0050　52．5　a．a　12．2
0．OO18　53．2　O．8　9．7

a）　At　25　℃．

b）　Concentration　of　CyDs　was　1．0　pa　M．

c）　At　75Sel・60　relative　h　urnidity．　Determined　by　Karl－Fischer　method．

d）　Ring　opening　rate　in　1．O　N　HCI　at　60　OC．

（D溶解性

　三種のβ　一CyD同族体について，水への溶解度（25℃）を比較した。天然β一

CyDの溶解度（1．85　g／dD　6’を基準にすると，　DM一β一CyDで約31倍，　TM一

β一CyDで約17倍水溶性が増加した。一方，匪一β一CyDでは約1／360，　TE一

β一CyDでは約1／1000に低下した。化学修飾によるこのような溶解度変化は，

セルロースのアルキル置換体であるメチルセルロースやエチルセルロースの場合
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7w@とそれぞれ類似の挙動を示している．　Fig．25は水一エタノール混液に対す

る各種β一CyDの溶解度を示す．エタノール濃度の増加に伴い，天然β　一CyDお

よびD睦β一CyDの溶解度ばいずれも低下し，一方，旺一β一CyOでは増大する

傾向を示した。この結果1＊　S　一ey　91を基準とした場合，メチル化β℃yDは親水

性のホスト分子に，一一方，エチル化β弍yDば疎水性のホスト分子に分類される

ことを示唆するものである．
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（2）安定性

　天然β一一CyDのグリコシド結合は熱やアルカリには比較的安定であるが，強酸

性条件下では加水分解され，開環することが知られている．6）そこで，過酷な酸

性条件（60℃，lNHCI溶液中）における加水分解挙動をi酌ac七なCyD濃

度を追跡することにより比較検討した。その結果，各CyDの環開裂反応の半減

期は：，TM一β一CyD（tl／2＝1．7　h）＜β一Cy【）（ta／2＝5．4　h）＜DM一β一CyD（

t2／2　＝　8．0　h）　〈TE－6－CyD　（ty．　＝　9．7　h）　〈DE－S－CyD　（t，ra　＝12．2　h）

の順に長くなり，特にDE一　B　一CyDは酸加水分解を受げにくいことが判明し

た．

（3）界面活性

　Fig．26は25℃において0～3xiO－esMの濃度範囲での各種β一CyD水

溶液の表面張力の変化を示す。この濃度範囲において，天然β一CyD溶液の表面

張力は変化しなかった、一方，β一CyD誘導体水溶液の表面張力は濃度の増加と

共に減少し，DE一　S　一CyDの表面張力はβ一CyDやDM一β一CyDよりも顕著に低

かった。たとえば，3．0×10－6M溶液の表面張力（mN　“　m－i）はβ　一CyD

（71・9）＞DM一　6　一CyD（67．8）＞DE一β一CyD（52．5）の順に減少した。このこと

は，エチル化β一CyDはメチル化β　一CyDよりも界面活性が大きいことを示唆し

ている。

（4）水分含量

　天然β　一CyDは通常の保存条件下では吸湿し，固体表面において加水分解を受

けやすい薬物（アスピリン，73）カルモフール74）など）の反応を加速すること

が知られており，粉体特性の面からも好ましくない。そこで，25℃，75％

R．H．下における各CyD粉末の水分含量を測定し，吸湿性の指標とした。

Table　6から明らかなように，メチル化およびエチル化β　一CyDの水分含量

ば，β　一CyDに比べて著しく低く，通常の保存条件下では吸湿性は小さいことが

判明したe
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㈱小　括

　本章では，エチル化β　一CyDの溶解性，安定性，界面活性，水分含量などを天

然β一CyDおよびメチル化β一CyDと比較し，物性面から製剤素材としての有用

性を評価した．エチル化β一CyDの主な特徴として，エチル基の置換数が増すに

つれて水溶性は低下し，酸加水分解性は置換基の立体障害によるCyD環の歪の

影響を反映して，粍一β℃yDの方が旺一β一CyDよりも環開裂しゃすいことが

明らかとなった．また，エチル化β℃yDは界面活性を有し，水分含量は少ない

ことが確かめられた、このように，エチル化β　一CyDは天然およびメチル化

β℃yDとは異なる物性を有し，特に溶解性の面から放出制御用の薬物担体とし

て製剤への：有効利用が示唆された。
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第二四硝酸イソソルビドの徐放化

　前章で述べたように，エチル化β℃yDは疎水性の機能性素材として製剤への

有効利用が期待される．そのホスト分子としてば，包門門の面から花一β℃yD

よりも立体障害性の少ない旺一β℃yDの方が望ましいが，放出制御を企図する

場合は，水溶性の低いTE一　S　一CyDと適宜使い分ける必要がある。エチル化

β℃yDの包接対象としては，ゲスト分子の化学構造が立体的に嵩だかくない薬

物が望ましいものと考えられる。このような観点から，本研究でモデル薬物に用

いた硝酸イソソルビドGSDN，　Fig．27）はニトログリセリンと同様に血管拡張

薬，抗狭心症薬として現在広く使用されているが，難水溶性（O．83mg／ml　25

℃）で生物学的半減期が短い（48分）マδ）ことから，様々な徐放化の工夫が行わ

れている。そこで本章では，主としてlSDN／DEβ℃yD系について複合体を調

製し，いvitr◎溶出挙動およびラットを用いたいviv◎吸収挙動を検討し，

徐放性薬物担体としてのエチル化β　一CyDの有用性を基礎的に評価した。

02NO　ト｛
　　’◎…　目

o

o白！

　　N　ONO2

麟霧．鴬7．cぬ囎lc翻置s龍麗¢琶騒r㊧◎f弼璽）N

（D複合体の調製

　エチル化g3　一CyD自体はかなり難水溶性であり，その複合体からの薬物の放出

性および経ロ投与時の吸収性は低くなるものと予想される、そこで，まずモル比

1：1複合体を調製し，溶出および吸収挙動に関する予備実験を行なった。その

結果，ISDNの溶出速度は極めて遅く，血漿レベルも低すぎることが判明した。

一45一



従って，本研究ではiSDNとDE一β一CyDとのモル比を2：1に設定し，混練

法で調製した複合体を以下の実験に使用した。

　Fig．28はISDN／DE一　5　一CyD系（モル比2：1）の粉末X線回折パターンを

示す。物理的混合物の回折パターンは各成分の単なる和として観察されたが，複

合体の場合はISDNに特有な回折ピーク（2θ＝i7’，20．）が消失し，非晶質

化が起こっていることが示唆された。Fig．29はISDN／DE一β一一CyD系のDTA

曲線を示す。物理的混合物は70℃付近に薬物の融解に由来する吸熱ピークを

与え，このピークは複合体化により完全に消失した。これらの結果から，lSDN

とDE一β一CyDは固体状態で相互作用し，結晶状態に何らかの変化を起こしてい

るものと推定された。

L一一m一一一・一一一一一一一一一・一一
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《2＞溶出挙動

　臼g．30はlSDN単独およびその匪一β弍yD複合体についてゼラチン硬カプ

セルおよび錠剤からの37℃におけるJPXI第1液への溶出挙動を示す。旺一

β℃y夢複合体ばカプセルおよび錠剤とも，薬物単独に比べて薬物を非常にゆっ

くりと溶出することが確かめられた．
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（3）小　括

　lSDN／DE一β一CyD複合体（モル比2：1）を混練法により調製し，固体状態に

おける相互作用をDTAおよび粉末X線回折法により確認した、この複合体を打

錠成形または硬カプセルに充填し，それらの溶出挙動をISDN単独と比較し

た．その結果，疎水性の旺一β℃yD複合体化により各製剤からの薬物放出は著

しく遅延し，徐放化が達成された、
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第三章　in　Vl鴨吸収挙動

　前章では，疎水性のホスト分子である旺一β一Cy◎との複合体形成によって

ISDNの溶解性が低下し，カプセルならびに錠剤からの薬物溶出速度が減小する

ことを明らかにした。これらの知見は，三一β遣yO複合体を二二投与した際に

血漿中薬物濃度の持続化を期待させるものである．そこで本章では，薬物単独な

らびにiSDN／匪一β一CyD複合体（モル比2：1）をカプセルまたは錠剤とし

て，ラットに経口投与後の血漿中薬物濃度を比較検討した。

（Dカプセル剤投与の場合

Fig．31は，ラットにISDNまたはそのDE一　B　一CyDとの複合体の粉末をカプ

セル（1．Omg／b◎dy）に充填し，経口投与後の平均血漿レベルの時間推移を示

す。Table7はFig．31およびiSDNの静脈内投与（実験の部参照）のデータ

ーから得られたバイオアベイラビリティパラメーターをまとめたものである。な

お，血中におけるISDNの平均滞留時間（MRT）および時間的分散（VRT）はモ

ーメント解析法により計算した．‘“・5）　ISDN単独を投与した場合，血漿中濃度時

間曲線下面積（AUC）および吸収率（F）はそれぞれ42．0μg・翻R／mlならび

に61％であった。一方，DE一β一一CyD複合体では吸収率は増加し，持続化の指

標である最高血漿中濃度到達時間（tmax），MRT，　VRTはいずれも増大した、

すなわち，t　maxはMRTおよびVRT値と同様に，薬物単独よりも約1．2倍大

きく，in　vitr◎におげる三三性の溶出パターンがiRviv◎データによく反映

された。

（2）錠剤投与の場合

Fig．32は，ラットに；SDNまたはそのD匠一β一CyDとの複合体の錠剤（2．5

mg／b◎dy）を経ロ投与後の平均血漿レベルの時間推移を示す。　lSDN単独では投

与後1時間以内に最高血漿中濃度（Cmax）を与えるが，薬物の消失が速く（t

ma×＝約16分，血漿中の生物学的半減期は約30分置，24時問後には血漿中

にlSDNを観察することができなかった（検出感度く2ng／ml）e一方，　DE一

β一CyD複合体では血漿中のISDN濃度は低いが，比較的一定の濃度レベルを長
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時間維持している。Table7はFig．32およびlSDNの静脈内投与（実験の部

参照）のデーターから得られたバイオアベイラビリティパラメーターをまとめた

ものである。DE一β一CyD複合体では薬物単独投与に比べてAUCならびにF値

は低下したが，MRTならびにVRTは極めて大きく，ISDNが血漿中に長時間存

在することが予測されたeたとえば，複合体の舗a×，MRT，　VRT値は薬物単独

の場合よりも大きくなったが（それぞれ，約4．4倍，3．5倍，5倍），Cmax

およびAUC値は約1／8，約！／2にそれぞれ減少したe
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丁縫bi＄7．　Pherrnacokinetic　Paramet餅s◎f　iSDN　Following　OraI

　　Ad耐轟総電職療◎n◎菅Capsule＄αTab賊s　C◎ntaining　ISDNα｛ts

　　DE一　rs－CyD　Cemplex　to　Rat＄

＄y＄tem 　Craa）t　tLnex　AUCa’　M　RT
（ng／rnl）　（min）　（pag・min／ml）　（min）

VRT
（Min2）

　
）

拶
％

　
（

Cap＄ute
　　l＄DN

　　cornplex

Tablet

　　ISDN
　　C◎r叩lex

690±60　38±8　42，0±‘i．5　60±6
680±230　45±18　41．0±8．e　StlO±5

3500±tO
sgeo±2400

壌
◎
）6
5

1030±340　16±3　“2．4±30．0　150±30　32000±fi　OOOO　65
＄30±40　70±55　45．6±3．0　530±iOO　160000±4aOOO　26

a）　Up　to　8　h　and　24　h　post－actmini＄tration　of　the　capsule　and　tablet，　respectively，

b）　Absorption　ratlo　：　（AUCpo／AUCiv）　x　（Dlv／Dpo）　xaOO．

Each　value　repre＄ents　the　mean　±　S．E．
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（3）小　括

　ISDN単独およびISDN／DE一　S　一CyD複合体をラットに経ロ投与後，　ISDNの

血漿中濃度時問推移を比較した結果，inviv◎実験においても徐放化を確かめ

ることができた、今回観察された匪一β℃yDの徐放化効果には複合体形成によ

る薬物の溶解性の低下に加えて，薬物の消化管内移動性の変化，DE一　6　一CyDの

消化管に対する直接作用，複合体と製剤構成材料（賦形剤やカプセル基剤）との

相互作用などの複雑な要因が関与しているものと推測される。このように，本研

究で得られた知見はDE一　6　一CyDがISDNの放出制御用担体となる得ることを

示唆している。
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第四章　第二編の考察

　本研究で対象としたISDNはニトログリセリンに匹敵するほどの速効性の抗狭

心症薬として汎用されているが，経ロ投与では2～3時間しか薬効が持続しない

ため安定した治療効果を期待するには頻回投与を余儀なくされ，また，狭心症発

作の予防を目的とする上でも作用時問の長いニトロ製剤の開発が望まれてい

る■o・7！）近年の製剤技術や製剤素材の進歩によって，ワックスマトリックス型

の徐放性錠剤（フランドル働やシェラックと高分子素材でISDNに薄い皮膜

を施した小粒子をカプセルに充填した長時間作用型徐放性製剤（ニトロールR
⑧）が開発され，1日2回投与で治療が可能になった。さらに最近では，ISDN

を粘着テープに高分子と共に塗布したいわゆる持続型経皮吸収製剤（フランドル

テープ〈Ebが開発された。このテープ剤は皮膚に貼付後48時間も安定した血漿

中濃度の維持が認められ，使用性の面でも著しい改善がみられる■6）このよう

に欝憤性製剤の構築には機能性高分子の利用は不可欠であり，放出制御用の新し

い高分子素材が近年次々と開発されている，1　3）経口固形製剤用の高分子は，不

溶性高分子，ゲル形成性高分子，徐溶解性高分子，腸溶性高分子，生体内分解性

高分子などに分類され，それぞれ特有の機能を有することから，使用目的に応じ

て様々な放出制御製剤が開発されている．2しかし，特に合成高分子を実際製剤

に利用する際の最大の課題は，分子量分布の精密な制御，安全性，体内動態の正

確な把握などが困難なことである、本研究では，放出制御用素材としては低分子

量であるが，純品が得られ，機能性に富み，安全性の面からも難点の少ない

β一CyD誘導体に着目し，経ロ投与用の徐半解用素材としての有効利用を企図し

た。従来のCyDの実際製剤への応用は，主として水溶性CyDによる難水溶性

薬物の溶解性やバイオアベイラビリティの改善に関する検討が多くなされている

が，11一14）疎水性誘導体の製剤への応用はほとんどなされていないeそこで著者

は，経済性の面から安価なβ一CyDを始発原料として，このβ一CyDの2，3，6

位の水酸基にエチル基以上のアルキル基を導入すると水溶性の低いホスト分子が

得られることに着目して，！　6）特に割接対象が広いエチル化β一CyDを検討対象

に選んだ。さらに，エチル化β℃yDの本来の府警機能を保持するには，環を構

成するグルコースの全ての水酸基をエチル化したTE一β一CyDよりも3位水酸
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基が未置換の誘導体であるDE一β一日目Dの方が立体障害性が少なく，複合体形成

に有利であると考えた。

　このような背景のもと，第二編の第一章では主にDE一β一CyDの溶解性，安定

性，界面活性，水分含量などを天然β一CyDおよびDM一β一CyDと比較し，物性

面から製剤素材としての有用性を評価した。その結果，エチル基の置換数が増す

につれて水溶性は低下し，酸加水分解性は立体障害によるβ一CyD環の歪の影

響を反映して，TE一β一CyDの方がDE一　S　一CyDよりも環開心しゃすいことが明

かとなった。また，エチル化β℃yDは界面活性を有し，水分含量は小さいこと

が確かめられた、このように，エチル化β　一CyDは天然β一CyDおよびメチル化

β　一CyDとは著しく異なる物性を有し，特にDE一β一CyDは溶解性や包接能の面

から放出制御用の薬物担体として好ましいものと考えた。なお，水溶液中におげ

るlSDNとDE一β℃yDとの相互作用については，ホスト分子が難水溶性であ

るため定量的な検討は困難であった。そこで第二章では，混練法によりISDN

／Dε一　B　一CyD複合体（モル比2：Dを調製し，固体状態におげる相互作用を熱

分析および粉末X線回折法により明らかにした。この複合体を打錠成形または硬

カプセルに充填し，それらの溶出挙動をISDN単独と比較すると，DE一β一CyD

複合体化によって特に錠剤からの薬物放出は著しく遅延することが確かめられ

た。これらの知見に基づいて，第三章ではlSDN単独およびlSDN／DE一　g3　一CyD

複合体をカプセル剤または錠剤としてラットに経回投与し，lS・DNの血漿中濃度

時間推移を比較したeその結果，両剤形ともin　vitr。放出挙動を反映して，

in　vivo吸収においても複合体化によるISDNの徐放化が達成された。その

際，DE一　B　一CyDの徐二化効果には複合体形成による薬物の溶解性の低下に加え

て，消化管内移動性の変化，DE一β一CyDの消化管に対する直接作用，複合体と

製剤構成材料（賦形剤やゼラチンカプセル基剤など）との相互作用などの要因が

複雑に関与しているものと推測された。

　以上述べたように，本研究において初めてDE一　B－CyDが水溶性薬物の放出

制御用担体として利用可能なことを明らかにすることができた。今回の基礎的知

見が端緒となって，上釜らはカルシウム拮抗薬塩酸ジルチアゼム，77）生理活性

ペプチド酢酸ブセレリン（LH－RHのアゴニスト）7E1Dなどの各種水溶性薬物の

徐放化においてもDE一　S　一CyDが有用な薬物担体となり得ることを最近報告して
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いる。製剤素材としてのエチル化β℃yDの今後の利用展開としては，疎水性の

DE一β℃yDとDM一β℃yDのような水溶性の誘導体を併用することによって，

投与後速やかに有効血中濃度に到達させ，バイオアベイラビリテ4を低下させる

ことなく，持続性を示すようなより精密な放出制御製剤の設計が可能になるもの

と考えられる。その際，CyD誘導体を利用する最大のメリットは，分子カプセ

ルとしての包接機能の発現によって高分子や他の添加物にばみられない付加的効

果を期待することであり，今後の研究の進展が待たれる。
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乙吉論の吝β

最近の製剤技術の進歩はめざましいものがあり，プロスタグランディンや生理

活性ペプチドのように微量で強力な活性を有し，極めて不安定な薬物でも有効

性，安全性，使用性に優れる製剤が開発されるようになった。また，既存の薬物

についも機能性に富む製剤素材と組み合わせて，新薬に匹敵または凌駕するよう

な製剤の開発が活発に行なわれている。このように新しい医薬品製剤の開発は製

剤技術の進歩とともに添加物の改良・開発に負うところが大であり，目的に応じ

て添加物をいかにうまく使い分げるかが製剤の良否を決定する重要な部分を占め

ている■9）分子カプセルとも呼ばれる天然CyDは無限の可能性を秘める機能

性製剤素材として古くから注目されてきた。近年，プロスタグランディン／CyD

二二化合物製剤の開発を契機に，α一およびt（3　一CyDが医薬品添加物として公定

書（日本薬局方外医薬晶添加物規格）に収載され，新薬やOTC製剤の開発に広

く利用されている。さらに，医薬への用途開発が進むにつれて現在汎用されてい

る天然CyDの物性や三二能に限界があることが明らかになり，種々の誘導体が

構築されるようになった、

　そこで，本研究ではアルキル化β℃yDに着目し，親水性誘導体としてDM一

β　一CyD，疎水性誘導体としてDε一β一CyDを用いて経ロ投与製剤用の薬物担体

としての有効利用に関する基礎的検討を行なった、以下に本研究で得られた主な

知見を要約する。

　第一編では，DM一β一CyDを用いて代表的な脂溶性薬物であるα一トコフェロ

ールエステル，C◎Qi。，　MK－4の溶解性およびバイオアベイラビリティの改善を

企図した。その結果，3種の難水溶性薬物はいずれもDM一β一CyDと水溶性の高

次複合体を形成し，顕著な溶解速度の増大が認められた。これら固体複合体を混

練法により調製し，空腹時のピーーグル犬に経ロ投与すると，薬物単独投与に比べ

て著明な吸収性の改善が見られ，MK畷については薬理効果の増大も確かめられ

た、そこで，空腹時および胆汁欠損時におけるDM一　S－CyDの吸収改善機構iを明

らかにするため，胆管を導出したラットを用いて吸収挙動を検討した結果，複合

体の場合は通常のリンパ系ルートに加えて門脈系を介した吸収ルートの可能性が

示唆された。従って，脂溶性薬物をDM一β一CyD複合体として経ロ投与すると，
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空腹時においてもバイオアベイラビリティが改善され，吸収率にバラツキの少な

い製剤が得られるものと推定された、

　第二編では，まずエチル化β　一CyDの製剤素材としての基本的な特性（溶：解

性，安定性，界面活性，水分含量）を明らかにし，さらに，DE一　B　一CyDを用い

て抗狭心症薬ISDNの徐放化を企図した。その結果，　ISDNはDE一β一CyDと難

水溶性の複合体を形成し，薬物放出速度を顕著に減少させた。ISDN／DE一β一CyD

複合体（モル比2：1）を混練法により調製し，カプセルおよび錠剤としてラッ

トに経ロ投与後の吸収挙動を比較すると，両剤形ともいviv・O吸収挙動には

invitro放出性の変化が反映され，　lSDNの徐放化が確かめられた。

　上述のように，本研究ではアルキル化β　一CyDの中で対照的な性質を有するメ

チル化およびエチル化β℃yDについて，経ロ投与用薬物担体としての有用性の

一端を明らかにすることができた。これら新素材を今後実際製剤に応用するに

は，安全性，生体適合性，量産性などに関する詳細なデータを集積する必要があ

るが，今回の基礎的知見ば，機能性製剤素材としてのβ一CyD誘導体の用途を

拡大する上で新たな端緒を開いたものと考えられる。
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実験の音膠

第一編に関する実験の部

第一章に関する実験の部

試料および溶媒

　酢酸α一トコフェロール，ニコチン酸α一トコフェロ・一一ルは日清製粉（株）製，

D酷β℃yDは東進ケミカル（株）製を水から再結晶して使用した、その他の試

薬および溶媒は分析用特級晶を使用し，水はイオン交換後石英製蒸留装置を用い

て2回蒸留したものを使用した、

溶解度測定

　ec　一一トコフェロールエステル類の溶解度測定は，γ。　Miguchiらの方法36）に

従って実施した、すなわち，過納量のes　一一　F　：1フェロールエステル類を種々濃度

のD酔β℃yD水溶液に添加し，25℃暗所で振饗した、なお，この条件下では

鋤トコフェロールエステル類の分解は観察されなかった。系が溶解平衡に達し

てから（約2週間），遠心分離して，上清を綿栓付きピペットで濾早し，正確

にメタノールで希釈し，創一トコフェロールエステル類の濃度を分光光度計（日

立55＄型）で測定した［λ　raax＝284㈱（酢酸飴トコフェロール），λ　max

＝263RM　（ニコチン酸創一トコフエロール）］。

複合体の調製

　α一トコフェロールエステル／DM一　B－CyDの固体複合体は混解法46）により調

製した、たとえば，モル比1：2のニコチン酸α一トコフェロール（LO　9）と

D陸β一CyD　（5．96　g）に少量の水GOml）を加えてスラリー状とし，さらに

40分問練合した。このペーストを滅圧下3日間室温で乾燥した。

紛末X線回折

　粉末X線回折パターンは，ガイガーフレックス2012型回折計（理学電機（株）
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）を用いて次の条件で測定した：．X一線；NiフィルターCu－Kα線（1．452鼠

），管電圧；30kv，管電流；20　mA；走査角度；1。／min，回折角（2θ）；5～

25◎，時定数；ls，走査速度；1．0／min。

示差響分析

　思差熱分析（DTA）は島津DT－20Bを用いて測定した。標準物質はα一アルミ

ナを用い，昇温速度10℃／朗Rで操作した。

溶出試験

　粉末試料：α一トコフェロールエステル類およびその複合体粉末試料からの溶

出挙動は，第十一改正日本薬局方（JPXD溶出試験法のパドル法（第2法）

に準じて測定した。すなわち，37℃の循環水を通じたジャケットビーカー（内

径3c晦内容積50　nd）にJP×1崩：壊試験用第1液25　mlを入れ，粉末試料

（ニコチン酸α一トコフェロール20ra、g相当量，＜100メッシュ）を加え，回

転数91rpmで撹拝した。経時的に綿栓付きピペットで試料溶液3mlを採取

し，薬物濃度を測定した。濾液が乳化しているものは，二波長分光光度計（日立

55S型）で測定した（λi　＝緬ax［酢酸α一トコフェロール：284　RM，ニコチ

ン酸α一トコフェロール1263nmjと　λ2＝350　nmを使用）。

　カプセル：硬ゼラチンカプセルからのos　一一トコフェロールエステルの溶出挙動

はJP　XI溶出試験の回転バスケット法（第1法）に準じて，回転数75　rpm

で測定したeたとえば，被験カプセル（JPXI，00号硬カプセル，容積10．93

c鵬8 jにDM一β一CyD複合体（298　mg　〔50　mgのα一トコフェロールエステル

相当量，く100メッシュ〕）または物理的混合物（50mgの薬物と248　mgと

うもろこしデンプンの混合物）をそれぞれ充填し，JPXl崩壊試験用第1液

500ml中に入れ，37℃で測定した。ニコチン酸α一トコフェXX・一ルの定量は，

上記の方法と同様に二波長分光光度計（日立55S型）で測定した。

InViv◎吸収実験

　6頭の雄性ビーグル犬（体重9．6～12．5kg）を約12　h絶食させ後，被四丁
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物（粉末く100メッシュ）を投与した。薬物の体内蓄積の影響を除くため，2週

間の休薬期間を置いた。ニコチン酸α一トコフェロールおよびその蹴一β℃yD

複合体（；OO　mgニコチン酸α一トコフェロール相当量／b。dy）を水ioO　mlと

ともに経口投与し，7mlの血液を一定時間毎に採血した。抗血液凝固剤として

ヘパリンナトリウムを使用した。血漿中のニコチン（x・一一酸トコフェロールは，下

記の高速液体クロマトグラフィー（HPLC）法で測定した．48）

HPLC条件

血漿（0．5ml）および内部標準液（d一γ一bc◎pheryl　gicotinateのn一ヘ

キサン溶液，IOO　ng／50μDを血漿処理用ディスポーザブルチューブ（

Extube　CE1001，　ABalytichem　IRtema七ioRaDに注入し，　R一ヘキサン4．O

mlを用いて妨害物質を除去後，メタノール飽和n・一一ヘキサン3．Omlで2回抽

出した。この抽出液を遠心濃縮機用小試験管に集め，減圧遠心濃縮後，得られた

残留物をn一ヘキサン（50μDに再溶解し，そのIOμ1をHPLCに注入分析

した。HPLC条件は次の通りである：ポンプおよび検出器；日本分光（株）製（

TRIROTAR－V，UVIDEC－100V），カラム；LIChrosorb　Si　60　（5」ee　m，4．66　mm

φx250　mm），移動相；エタノール／n一ヘキサン（0．5：99．5），流速；LO

ml／mins検出；264鱒。

第二章に関する実験の部

試料および溶媒

　CoQ、。は日清製粉（株）製，　DM一　B　一CyDは東進ケミカル（株）製を水から再

結晶して使用した。その他の試薬および溶媒は分析用特級品を使用し，水はイオ

ン交換後石英製蒸留装置を用いて2回蒸留したものを使用した。

溶解度測定

　CoQmの溶解度測定はT．Higuchiらの方法36）に従って実施した。各種濃度

のDM一β一CyDを含む水溶液に過剰量（5．O　mg）のC◎Q、crを加え，暗所におい
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て25℃で振記した。この実験条件下ではCoQi。の分解は観察されなかっ

た。試料が溶解平衡に到達後（約2週間），その一定量を遠心分離後ピペット

で分取し，綿栓濾過を行った。濾液が乳化した試料については，前述と同様に二

波長分光光度計（日立55回忌）を用いて吸光度を測定し，検量線から薬物濃度

を算出した。

複合体の調製

　モル比1：3のCoQi。／DM一β一CyD複合体は混練法46）により調製した。た

とえば，CoQi。（1．O　g）とDM一β一CyD（4．6　g）の混合物を少量の水（約4．O

ml）を用いて泥状とし，暗所で約40分間十分に練合した。これを減圧下，室

温で3日間乾燥した。

粉末X線回折

　第一章に記載した方法と同様に測定した。

溶出試験

　複合体の溶解速度は粉末法80）により測定した。実験条件は次の通りである：

粉末試料；C。Qユ。（30　mg＜100メッシュ）またはC◎Qi。30　mgに相当する

複合体（＜IOOメッシュ），溶出液；水100　ml，温度；37℃，撹i絆速度；

91rpm。　CoQl。の濃度は前記二波長分光光度計（日立55S型）を使用し，275

nmで測定した。なお，　C◎Qa。の光分解δ4）を避けるため，実験は暗所で実施し

た。

InVivo吸収実験

　雄性ビーグル犬（体重10．0～i5．OKg）4頭を薬物投与前30時間絶食させ，

使用した。薬物の体内蓄積の影響を除くため，2週間の休薬期間を置いた。ゼラ

チン硬カプセル（容積；0．95cm3，　JP×l　N。．00号）に充填したCoQi。また

はそのDM一β一CyD複合体の粉末（C。Qユ。として30　mg相当量／body）を水

25mlともに経ロ投与し，5mlの血液を一定時間毎に採血した。抗血液凝固剤

としてヘパリンナトリウムを使用した。血漿中のC。Qi。は下記のHPLC法で
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測定した。

HPしC条件

　血漿（0．5ml）をメタノール（2．Oml）および内部標準液（2，3，5－

trimethyl一’6－HonaρreRyl－1，4－benz◎quinoneのn一ヘキサン溶液，0．5

μg／5μDと一緒に混合し，その肥州からn　一waヘキサン（5．O　ml）でCoQ20

を抽出した。有機層（4．Oml）を減圧下で蒸発乾固し，残留物を0．Ol％塩化第

二鉄を含むエタノール（50μDに再溶解し，その10μiを1－lPLCで分析し

た．なお，塩化第二鉄は小量残存する還元型。◎Qi。の酸化用に添加されている

（還元型の275繍におけるW吸収はCoQl。のレ10程度であるため）、

HPLC条件は次の通りである1ポンプおよび検出器；日本分光（株）製（

TRIROTAR－V，　UVIDEC－100V），カラム；FiRe　Pack　CI8S（iO　X・e　m，46漁

φx150　mm），移動層；メタノール布一ヘキサン（4：1），流速；LO

届／mi範，検出；275繍。

第三章に関する実験の部

試料および溶媒

　MK－4は日清製粉（株）製，　DM一　6　一CyDは東進ケミカル（株）製を使用し

た。その他の試薬および溶媒は，すべて市販特級品を用いた。溶媒としての水は

イオン交換精製水を2回蒸留して用いた。

溶解度の測定

　MK一一4の溶解度測定はT．　Higuchiらの方法EBes）に従って実施した。すなわ

ち，M・K－4の一定過剰量を共栓付試験管に入れ，種々の濃度のDM一β℃yD溶液

を添加して密栓し，溶解平衡に達するまで（25℃，2週間）遮光条件下で振盈

した。遠心分離後，上澄液を綿子付ピペットで濾過し，メタノールで希釈後，

MK－4の吸収極大波長（248　nm）における吸光度を測定して，検量線からMK－4

濃度を求めた。なお，本実験条件下ではMK－4の分解は起こらないことを確認
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した。

固体複合体の調製

　モル比1：3のMK－4とDM一　B　一CyDをメノウ乳鉢：中で混和し，水を適量加

え，ペースト状になるまで（約40分）練合した。得られた複合体は室温で3

日間減圧乾燥し，100メッシュで飾過し，ふるい下部分の粉末を以下の実験に

用いたe

粉末X線回折および熱分析

　第一章に記載した方法と同様に測定した。

溶出試験

　粉末試料（M・K－450mg相当量）をJP×iの00号ゼラチン硬カプセルに充

填した。溶出試験はJPXI溶出試験第2法（パドル法）に準じて，遮光条件下

で行った。民心は綿噛付ピペットおよびミリポアフィルタ・・一…（φO．45μ階）で

濾過後，MK－4濃度を求めた。測定条件は以下の通りである。溶出液：JP　XI第

1液（pH　L2，500　ml），パドル回転数：100　rpm，温度：37℃，定量用UV

測定波長：270nm。

IRViv◎吸収実験

　実験動物：生後約1年の雄性ビーグル犬（体重13－15Kg）を投与前12時

間絶食させて用いた。なお，ビーグル犬には水を自由に摂取させた。投与方法：

粉末試料（MK－460　mg相当量）を000号カプセル（JP×D　2個に均等に充

：羨し，水100mlと共に経ロ投与したe試料投与後，経時的に前肢静脈から3．8

％クエン酸ナトリウム0．3mlとともに血液2．7　mlを採血後，遠心分離（3000

rpm，10min）し，血漿を採取し，血漿中の薬物濃度を測定した。

　血漿中MK－4濃度の測定：血漿0．5　mlに精製水O．2　ml，イソプロピルアル

コール0．8ml，内部標準物質（ビタミンK　，）を含んだn一ヘキサン4mlを加

えて振盤後，遠心分離し，上澄3．Omlを減圧留去後，残渣に移動相と同一組成

の混液0．l　mlを加え，その30μ1を検液として下記のHPLCによりMK－4
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を定量した。

　HPLC条件：ポンプ；日本分光（株）製BIP－i型，カラム；Cica－Merck

LiChros◎rb　Si60（5　nC　m，4mm　¢X250　mm），検出器；日本分光（株）製

UViDEC－100V，検出；270　nm，移動相；酢酸エチル／R一ヘキサン（2：98）混

戦，流速：．LO　ml／minの条件下で測定した、

薬理活性の測定

　低プロトロンビン血症犬の調製：生後約1年の雄性ビーグル犬（体重13～15

Kg）を用い，生理食塩水に溶解させた抗凝血薬ワーファリンナトリウム（1．O

mg／Kg）を前肢静脈より静注し，実験的低プロトロンビン血症犬を作製した．δ9）

投与方法：粉末試料はそれぞれMK－4として130　M9相当量をカプセル2個に

分割・充填し，ワーファリン処理後36時升目に経ロ投与した。また，MK－4の

静脈内投与は市販の塩化カリウム注射液（ケイツー注射液R，エーザイ（株））

を用い，MK－4として12．Omg相当量を投与した。血液は経時的に採取し，血

液凝固能を測定した。なお，ビーグル犬はいずれの場合も投与前12時間絶食さ

せた。

血液凝固活性（プロトロンビン複：合体活性，PCA）の評価

　PCAは血液凝固時間（プロトロンビン時間，　PT）をQuick　1段法で測定す

ることにより評価した．81）

　PT測定法：血液2．7　mlをクエン酸ナトリウムO．3　mlと共にビーグル犬の

前肢静脈から採血し，遠心分離（3000rpm，　IOmin）後，血漿を分取した。そ

の血漿75μ1を生理食塩水75μ1で希釈したものとプロトロンビン測定試薬

シンプラスチンーA（General　DiagB。stics　Co．）0．2　mlをそれぞれガラス試

験管に入れ，プレインキュベート（37℃，3min）した。インキュベート後，

上記希釈血漿0，1mlを取り，プロトロンビン試薬中に添加後から凝血を生じる

までの時間を測定し，PT値とした。

　PTに対するPCAの標準曲線：ワーファリン処理前のビーグル犬から採血

し，分離した血漿を正常血漿とした。生理食塩水による2倍希釈血漿を100％
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PCAとして，それをさらに生理食塩水で希釈することによりPCAが6．25，

12．5，25．0，50．0％の希釈血漿を調製し，それぞれのPTを測定してPCA標準

曲線を作成した．8xこの曲線を用いて各ビーグル犬のPTをPCA値に変換し
た。

lnViv◎吸収実験

　12時間絶食したWis七ar系雄性ラット（体重200～250　g）をベントバルビ

タール麻酔下開腹後，Bollmanらの方法83）により胸管リンパにポリエチレン

チューブ（PE50）を挿入結索し，リンパ液を採取した。また，胆汁非存在のラ

ットを設定するため，薬物投与前にラットをエーテル麻酔下，常法に従い胆管に

ポリエチレンチューブ（PEIO）を挿入結論し，胆汁を体外へ導出させた。麻酔

覚醒後，M・K－4として10mg／Kg相当量の粉末試料を生理食塩水1m｝と共に強

制的に経ロ投与した。リンパ液は2時間毎に回収し，薬物の移行量を測定し

た。血液は2時間毎に頸静脈より0，6ml採取し，薬物濃度を測定した。

血漿およびリンパ液中の薬物濃度の測定

　血漿の場合は，試料0．3mlに精製水0．2　ml，イソプロピルアルコール0．5

ml，内部標準物質およびn一ヘキサン4mlを加えた。リンパ液の場合は，試料

0．5mlに精製水0。5　ml，イソプロピルアルコール0．5　ml，内部標準物質およ

びmヘキサン4mlを加えた。これらの混液を振擁し，上澄液について，前記

ビーグル犬における血漿中薬物濃度の定量の場合と同様にMK－4濃度を測定し

た。
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第二編に関する実験の部

第一章に関する実験の部

試料および溶媒

　β℃yD，　DM一　B　一CyDは日本食品化工（株）および東進ケミカル（株）製を

それぞれ，水から2回再結晶して用いた、DM一　S　一CyDは微量成分であるTM一

β一CyDなどのメチル化β　一CyDのいくつかの混合物であることをHPLC84）お

よびsecondary　ionizati◎n質量分析法8s）で確認したeその他の試薬およ

び溶媒は分析用市販特級品を用いた。溶媒としての水はイオン交換精製水を2

回蒸留後使用したe

DE一β℃yDの合成

　SzeJtliら86）の方法に準じて，ジエチル硫酸法で合成した。すなわち，β一

CyD　509にジメチルスルホキシド500　mlおよびジメチルホルムアミド500

mlを加え，0℃に冷却し，アルゴン気流下酸化バリウム100　g，水酸化バリウ

ム8水和物IOO　gを加えて30分間撹搾した。0℃において，ジエチル硫酸

200mlを2時間かけて滴下し，撹搾しながら一昼夜還流した。反応後アンモニ

ア水100mlを30分滴下し，3時間撹搾して中和後，ジメチルホルムアミドを

留去した、その残渣の酢酸エチル抽出液を水洗した後脱水し，酢酸エチルを留去

して粗旺一β℃yD　259を得た。この粗結晶から未反応物および副反応物を除

くため，カラムによる二段階精製（オープンカラム：Art．7734シリカゲル，

中筋カラム：Art．9385シリカゲル）を行なった後，再結晶（a一ヘキサン：酢

酸エチル司0：Dした（物性値はTable6参照）。

各種揖℃yDsの物性測定

（D表面張力1島津（株）製Ci・u　N◎uy表面張力計を用い，0．5酬哺一1の精

度で測定した（25℃）、

（2）比施光度　試料溶液（1．OmM，50v／v％エタノール水溶液，25℃）を日
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本分光（株）製Dip－360デジタルポーラリメータを用いて±0．002．の精度

で測定した。

（3）溶解度：各種β一CyD誘導体の過剰量を水または種々の濃度のエタノール／

水混合溶液中に加え，25℃で2週間振蚤した。溶液中のg3　一CyD濃度は上記

旋光計で測定し，検量線から濃度を算出した。

（4）含水率：粉末試料（＜IOOメッシュ）を秤量ビンに精解し，恒量（25℃）

になるまで放置した（約1週間）。さらに，その試料を減圧乾燥器（田野井

製，LHV－llO型）を用いて恒量になるまで乾燥後（25℃），重量測定を行い，

重量の減少から含水率を求めた。

（5）開環速度の測定：β　一CyD類の開環速度定数は，未反応のβ一CyD類を

HPLCで経時的に追跡することにより算出した。すなわち，1．ON塩酸水溶液

85mlを共栓付三角フラスコに入れ，60℃に保温した後，あらかじめ同一温度

に保温した93　一CyD類溶液（80％エタノール水溶液）を加え（DE一β℃yDの最

終濃度：約2．OxlO－5M，TE一　B　一CyDの最終濃度：約6．OxlO－6M，エタノ

ールの最終濃度：0．2v／v％），反応を開始した。経時的に反応溶液0．5　mlを

採取し，氷冷下10N水酸化ナトリウム水溶液0．5　mlを加えて反応を停止さ

せた。内部標準物質（DE一　B　一CyDにはTE一β一CyD，　TE一　B　一CyDにはDE一

β℃yDを使用）を添加後，酢酸エチル4．O　mlを加えて各β一CyDを抽出し，

その3．O　mlを減圧留喫した。残渣にHPLCの移動相と同一組成の混液150

pe　1を加え，その40μ1をHPLCに注入した。　HPLCの測定条件は次の通りで

ある。ポンプ；日立655A一・・11型液体クロマトグラフ，検出器；昭和電工（株）

製Shodex　Rl　SE－31示差屈折計，カラム；LiChr◎sorb　RP－18　（10μ搬，4

mmi．d．　x250mm），移動相；アセトニトリル／エタノール（5：2）混液，流

速；0．8ml／MiR。
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第二章に関する実験の部

試料および溶媒

　硝酸イソソルビド（ISDN）はトーアエイヨー（株）製を使用した。その他の

試薬および溶媒は分析用市販特級品を用いた。溶媒としての水はイオン交換精製

水を2回蒸留後使用した。

複合体の調製

　モル比2：1からなるISDN／DE一β一CyD複合体は習練法46）で調製した。た

とえば，0．29のISDNと0．659のDE一　S　一CyDに50％エタノール水溶液約

1．5mlを加え，60分間練合した後，室温で1日減圧乾燥した。

粉末X線回折および熱分析

　第一編第一章に記載した方法と同様に測定した。

溶出試験

　lSDNの硬カプセルおよび錠剤の溶出速度は，　JP　XI溶出試験法の回転バスケ

ット法（第1法）で測定したe硬ゼラチンカプセル（JPXI，3号，容量0．3

c訳）に粉末試料（10mgのISDNまたは相等量の複合体，＜100メッシュ）を

充填した。錠剤は，乳糖で希釈したISDN（20　ra、g含有）または複合体を総重

量200ra、gとし，100メッシュで飾過後，直径10　mmの大きさに圧縮成形し

たeその他の実験条件は次の通りである。溶出試験装置：東京理化（株）製

DE－ls型，溶出液：pM　1．2の崩壊試験用第1液（JP　xi），温度：37℃，回

転数：100rpm，採液：綿栓付きフィルターを通し0．5mlサンプリングし，　B一

ヘキサン／クロロホルム／エタノール混液（20：3：2）4mlを加え，フルルビ

プロフェン（内部標準物質）を添加し，振とう後有機層（3阻1）を減圧留去す

る。その残渣をエタノール／0．06Mリン酸（4：DIOOμ1に溶解し，50μ1

をHPLCで分析した。　MPLC条件は次の通りである。ポンプ；日立（株）製

655A型（UV検出器付き），カラム；Z◎rbax℃N（5μ賜4ram　i．d．，150

mm，　Dupon七），移動層；エタノール／O．06　Mリン酸（4：D，流速；1．0
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ml／min，検出波長；240　nM．

第三章に関する実験の部

ln　Viv・o吸収実験

　実験動物は，Wis・il・a・r系雄性ラット（体重150～200　g）を使用し，投薬前24

h絶食させた。投与試料：カプセル；lmgのISDNまたは等量の複合体（＞

100メッシュ）を充填したゼラチンミニカプセル（21　ramEE3，エランコ製），錠

剤；2．5mg含有（総重量25　mg，＞100メッシュ）のISDNまたは等量の複合

体を直径4mmに打留成形した。これらカプセルまたは錠剤はカテーテルを用

いて水1mlとともに手術用鉗子を用いてラットに経口投与した。静脈注射は，

lSDN　O．8　mg／mlを含有するIO％エタノール／生理食塩水を尾静脈に1．O

mg／kg相当量を注射した．8n

血漿中濃度の測定：88）

　測定前にラットを軽くエーテル麻酔し，クエン酸塩入り注射器を用いてα6

mlの血液を心臓から直接採取した。採取した血液は10分間遠心後（1500xg

），内部標準物質（硝酸イソマンニット）およびO．3mlの硝酸アンモニウム液

を0．3mlの血漿中に加えた後，硝酸イソソルビドを6mlのn一ヘキサンで抽

出し，有機層5副を減圧除去した、残渣を40μ1酢酸エチルで溶解し，その

4μ1をガスクロマトグラフィ（GC）で分析した。　GCの条件は次の通りであ

る。ガスクロマトグラフィ；6ciBNi－EICD付き島津製GC－7AG形（検出器IECD－7

），カラム；ガラスカラム（3ra・m　Ld．　x　1．6　m），充填剤；ガスクロ工業（

株）製30％Silic◎n　SE－30　Gas－Chrom　Q，ガラスカラム；ガスクロ工業（

株）製，3m・mi．d．×1．6mカラム），キャリアーガス；N2，流速；1．Oml／min，

注入温度；190℃，カラム温度；155℃。
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