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総論の部

言緒

　近年、医学、薬学の分野において，高機i能を有する薬物送達システム（DDS）が精力

的に研究，開発されており，その期待は益々高まりつつある．1・2＞理想的な製剤を設

計する上で，その有効性，安全性，及び信頼性を保障することが要求されるが，生理

活性の強い化合物に関してその目的を達成するためには，薬物の生体内での挙動を厳

密に制御することが必要である．従って，DDS製剤の研究開発における重要なテーマ

の一つに，薬物を体内の標的部位（病巣）に選択的に作用させる，薬物の標的指向化（タ

ーゲティング）が挙げられる．ターゲティングに関する種々アプローチの中，病巣への

集積性や生体内での滞留性を改善することへの期待から，微粒子キャリアーを用いた

技術に関して多くの検討がなされており，種々薬物で薬効の増強や副作用の軽減等が

報告されている．3－5）その剤形としては，マイクロスフィア，6，7）ナノスフィア，

8）リボソーム9）等が従来よりあるが，今日においてもその基礎検討や応用は活発であ

る．10－14）微粒子キャリアーに基本的に求められる機瀧としては，十分量の薬物を

安定に含有する，目的の場所に選択的に効率よく集積する，その部位では望ましい速

度で薬物を放出する，の3点が挙げられる．さらに，目的とする本来の機i能を果たし

た後，生体内で自然に分解あるいは吸収されるのが望ましいため，生体適合性の高い

生体内分解性高分子を用いて調製される．それら高分子として，ポリ乳酸15・16）や

ポリ乳酸グリコール酸共重合体1　7・18）が従来から知られているが，高分子化学，工

学の発展とともに，さまざまな物性を有する生体内分解性高分子が次々と開発され，

その性状も，結晶性，非晶性，ペースト状，ろう状と多岐にわたり，生体内分解性高

分子の選択性が広がりつつある．一方，生体内成分を材料とした微粒子キャリアーに

は，アルブミンマイクロスフィア，19＞リボソーム，9・20）リン脂質を乳化剤に用い

て水相中にダイズ油を乳化させた。／w型エマルションであるリピッドマイクロスフィ

ア21）等がある．

　このような微粒子キャリアーを開発する上では，上述のとおり製剤設計の段階で計

画した含量を有し，生体内で計画された場所に集積し，計画した速度で薬物を放出さ

せることの3点が重要である．一般に薬物のキャリアーへの取り込み効率は，調製操
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作中の微粒子内への薬物保持率によって決まり，調製法や薬物の物理化学的性質に左

右される．例えば，水中乾燥法で調製した親油性高分子を素材としたマイクロスフィ

アに効率よく取り込まれるのは，親油性薬物に限られ，親水性薬物の取り込み効率は

低く，リピッドマイクロスフィアにおいては，その面相に含有できるのは，親油性薬

物のみである．ゆえに，親水性薬物を効率よく含有させるために，心中乾燥法22）や

w／0／w型のエマルション製剤23・24）が盛んに検討されている．しかし，利用可能な

材料と調製法には限りがあり，より自由な処方設計のためにはさらなる工夫が必要で

ある．ターゲティングに関わる微粒子の集積性において，微粒子の粒子径は重要で，

例えば直径12μm以上の微粒子を動脈内に注入すると，流域下の臓器で塞栓を起こす．

この現象を利用して，各種微粒子キャリアーに抗癌剤を含有させ，肝動脈での塞栓を

目的とした肝動注療法への応用が盛んに検討されている．25－27）一方，粒子径のさ

らに小さい200nm程度の微粒子が，炎症部位や閉塞性血管病変部位に集積すること

が知られており，既にパルミチン酸デキサ暴論ゾンやプロスタグランジンE1を含有

したリピッドマイクロスフィアが商品化されている．このように，微粒子キャリアー

は，粒子径を変更することでそれぞれの臓器または部位へ集積可能である利点を有し

ており，最近では，肺を標的とした吸入剤への適用も考えられている．28＞しかし，

最も簡便な投与経路である経口からの目的部位へのターゲティングは，消化管という

障壁の存在のため，困難とされているのが現状である．高分子マイクロスフィアから

の薬物放出制御に関してもまた，高分子と薬物の物性により決定される要因が多く，

薬物放出をコントロv’Tルする目的で，添加剤の使用，高分子の種類や分子量の変更，

あるいは高分子を混合する方法等29－31）が検討されている．生体内分解性高分子を

素材として唯一商品化されているマイクロスフィアであるリュープリン⑪（武田薬品工

業）は，酢酸リュープロレリンの1カ月間徐放型の埋め込み剤で，長期間の薬物徐冷製

剤であるがゆえに，その薬物放出は高分子の分解に影響されるため，その開発段階に

おいても，高分子の種類や分子量に関する検討が多くなされている．32）しかし，低

分子量の薬物の長時間の放出制御については，困難な問題が多い．

　以上述べたように，3つの条件を十分満足する微粒子キャリアーの開発には，克服

すべき問題は多いが，今後も種々機能を有する素材を用いて，種々薬物を含有させた

微粒子キャリアー製剤が活発に開発されていくと考えられる．このような状況下，著

者は，薬物と微粒子キャリアー素材のそれぞれの物性と効果の関係について独立に検
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討するだけでなく，薬物と微粒子キャリアー素材の両者の物性とそれらを組み合わせ

た場合に得られる製剤特性の関係を明確にすることが必要であると考えた．そして，

その知見に基づいて，微粒子キャリアー素材の選択と薬物の物性の積極的な修飾を行

うことが，より優れた微粒子キャリアー製剤を開発する上で必要不可欠と考えた．

　本研究では，薬物として，フッ化ピリミジン系抗癌剤の2’一deoxy－5－fluorouridine

（FUdR）と5’一deoxy－5－fluorouridine（5’一DFUR）を主に用いた．　FUdRはチミジレート

シンターゼ阻害を起こすことによるDNA合成阻害を作用機i序とするため，癌細胞増

殖周期のDNA合成期に特異的に作用することから，低濃度でも癌細胞に長時間接触

させることにより効果が増強する時間依存的な作用を有する抗癌剤である．33・34）

一方，5’一DFURは，　FUdR同様時間依存的な作用を有する5・且uorouraci1（5一：FU）のプ

ロドラッグであり，そのままでは効果を有さないが，癌細胞組織で活性の高いピリミ

ジンヌクレオシドボスホリラーゼにより5・FUに変換されるターゲティング効果を有

するため，従来のフッ化ピリミジン系抗癌剤より安全性が高く，臨床の場でも広く経

口的に用いられている．35）これら薬物は，化学構造上の類似体であり，いずれもそ

の糖部に水酸基を2つ有し，種々長さの直鎖飽和脂肪酸でアシル化することにより広

範囲な物理化学的性質を有するジエステルプロドラッグにすることができる．36）さ

らに，それらプロドラッグを微粒子キャリアーに含有させるアプローチは，抗癌剤の

ターゲティングの点でも，有用かつ重要であると思われる．

　本研究においては，上述した微粒子キャリアーが持つべき3つの機能に注目し，薬

物をプロドラッグ化することにより，薬物の物理化学的性質を変更し，種々物性を示

すプロドラッグと素材を用いて，微粒子キャリアーの一つであるマイクロスフィアを

調製した．そして，プロドラッグと素材の物性及び調製したマイクロスフィアの製剤

特性の関係を明確化し，それら関係を把握して利用することで，より優れたマイクロ

スフィアの調製が可能であると考えた．まず，第1章においては，結晶性生体内分

解性高分子であるポリ：L・乳酸及びポリ3・ヒドロキシブチレートを用い調製したマイ

クロスフィアにFUdRとそのジエステルプロドラッグを含有させ，それら薬物の徐放

化と抗腫瘍効果について検討し，その有効性と問題点について考察した．第2章にお

いては，結晶性高分子と非晶性高分子から調製したマイクロスフィアの薬物放出メカ

ニズムについて検討し，放出メカニズムから見た理想的な高分子素材について考察し

た．そして，最後に第3章では，微粒子キャリアーによるターゲティングの1例とし
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て，液状のリピッドマイク白スフィアに5’一DFURのジエステルプロドラッグを含有

させ，経口からのリンパ系へのデリバリーについて検討し，リピッドマイクロスフィ

アの新しい可能性について考察した．
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第1章　プロドラッグ含有ポリ：レ乳酸マイクロスフィア及びポリ3・ヒドロキシブチ

　　　　レートマイクロスフィアの調製と評価3　7・38）

　癌化学療法においては，抗癌剤の効力を高めるのと同時にその副作用を抑えること

が重要である．高分子マイクロスフィア（MS）は，抗癌剤のターゲティングと放出制御

により副作用の軽減と効果の増強が期待できることから，種々の抗癌剤を含有する

MSが検討されている．　MSの調製に用いる高分子材料としては，親水性のアルブミ

ンやゼラチン等と親油性のポリ乳酸や乳酸グリコール酸共重合体等が利用可能であ

り，後者の親油性高分子は，安全性や長時間の民放性が期待できる点で有用である．

しかし，抗癌剤には，水溶性が高い薬物が多く，親油性の高分子材料を用いて調製し

たMSの場合，0／w型エマルションに乳化して徐々に固形MSを析出させる水中乾燥

法により一般に調製されるため，MS内に抗癌剤を効率的に取り込ませることは難し

く，また，薬物放出を制御することも困難である．したがって，親油性高分子により

調製されるMSに親水性の薬物を含有させるためには，　w／o／w型のエマルションを用

いた水中乾燥法，壷中乾燥法，スプレードライ法39－42）等の利用が必要となる．MS

製剤で唯一商品化されているリュープリン⑧（武田薬品工業）の場合は，W／0／W型の水中

乾燥法をi採用しており，内水相中に薬物を封じ込めるために，低温制御下で薬物と出

面剤を水相に含有させたw／o型の1次乳化を行い，そのw／o型エマルションを更に水

相に分散させる2次乳化を行って，水溶性の酢酸リュープロレリンを親油性の乳酸

グリコール酸共重合体中に封入している．17）この方法は，一般の水中乾燥法に比べ，

工程数及び温度管理の点で複雑である．親油性の生体内分解性高分子により調製され

るMSからの薬物放出制御に関しては，担体に用いた高分子の分子量や種類，薬物の

物理化学的性質が影響することが知られているが，比較的分子量が大きい薬物で薬物

放出を数週から数ヵ月間持続させる場合は，放出は主に高分子の分解に依存し，比較

的分子量の小さい薬物での短期間の放出は，主に薬物の物理化学的性質とMSの構造

に依存すると思われる．

　抗癌剤として時間依存的作用を有する代謝拮抗薬を用いた場合には，持続放出によ

って抗癌剤が癌組織中で，低濃度で長時間存在するため，特に高い効果が得られると

考えられる．有効性が高く副作用の少ない製剤を調製するためには，十分量の薬物を

安定にMS内に含有させ，薬物放出を理想的に制御することが不可欠である．これら
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背景から，薬物の物理化学的性質を化学修飾により脂溶性に変更する方法が，親油性

高分子を材料としたMSの薬物取り込み効率の改善と薬物放出制御に有効であると考

えた．

　本章において，MS調製に用いる高分子には，ポリ：b乳酸（P：LA）とポリ3・ヒドロキ

シブチレート（PHB）43－46）を選択した（Fig．1，2）．　PLAは，既に手術糸や補助骨

として使用されており，生体内で分解を受け代謝される生体適合性の高い生体内分解

性高分子である．PHBはP：LAより炭素鎖が1つ長く，より親油性の高分子であるが，

PIA同様，生体適合性の高い生体内分解性高分子であり，比較的分子量の大きい高分

子が得られやすく，分解速度は遅い．両方の高分子とも比較的結晶性の高い高分子で

ある特徴を有している．MSに含有させる薬物には，水溶性の代謝拮抗薬である

2’一deexy－5・fluorouridine（FUdR）の糖部水酸基を8種の飽和脂肪酸でアシル化したプ

ロドラッグを用いた．そして，一般的な水中乾燥法でMSを調製し，それら物理化学

的性質，MS中への薬物取り込み効率，　MSからの薬物放出性，及び抗腫瘍効果につ

いて検討した。
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Fig．1　Structure　of　Po｝y（L’Lactic　Acid）

H
　　　Ho一一　e一　cH2　一一。

　　　1　ll
　　　CH3　O n

OH

Fig．2　Structure　of

　　　　Poly　（3’Hydroxybutyrate）

第1節　　プロドラッグ含有：L・ポリ乳酸あるいはポリ3一ヒドロキシブチレートマイク

　　　　ロスフィアの調製

　アシル基の長さが連続的に異なる誘導体を得るために，Nishizawa等の方法47）に

従い，FUdRをピリジン中で直鎖飽和脂肪酸の酸無水物と反応させることにより，

3’，5’一diacy1・FUdR（Cn・FUdR）：acetyl（n＝2）～didodecanoy1（n＝12）を合成した．

FUdRと合成した：FUdRプロドラッグの構造をTable　1に示す．
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　何れの化合物もNMRで化学構造を確認し，　T：LC及びHP：LCによる分析で，各化

合物の純度は98％以上であることを確認した．また，pH：7．0緩衝液中（37℃）における

化学的安定性は既に報告されており，36）本実験を行うのに十分な安定性を示すこと

を確認した．

Table　1　Structure　of　3’，5’一Diacyl一一FUdR

General　structure 一R Compound　name

　
F

　
　
　
　
　
R
o

　一H
－CO一一CH，

一CO一一・CH，一CH，

一CO一一（CH，），一一CH，

一CO一　（CH，）　，一CH，

一CO一一　（CH，）　，一一CH，

一CO一　（CH，）　，一一一C｝13

－CO一（CH，），一一一CH，

一CO一一一一　（CH，）　，，一CH，

　　　　　　FUdR
3’，　5’一一diacetyl一一FUdR　（C2－FUdR）

3’，5’一一一dipropionyl－FUdR　（C3－FUdR）

3’，5’一一dibutyryl－FUdR　（C4－FUdR）

3’，5’一dipeRtanoyl－FUdR　（C5－FUdR）

3’，5’一dihexaRoy1一一FUdR　（C6一一FUdR）

3’，5’一dioctaRoy1－FUdR　（C8一一F｛JdR）

3’，5’一didecanoyl一一FUdR　（ClO－FUdR）

3’，5’一一didodecanoyl－FUdR　（C12－FUdR）

　各FUdRプロドラッグの物理化学的性質と，プロドラッグと分子量6，000のPLA

を用いて水中乾燥法で調製したマイクロスフィア（P：LA－MS）の物理化学的性質を

Table　2に示す．プロドラッグの融点は様々な値を示し，　C8－FUdRについては4℃以

下であり，oi状であった．プロドラッグの見かけの分配係数（P）の対数値である10gP

値は，アシル基の炭素鎖が長くなるに従って高くなり親油性が増すことが示された．

一方，FUdRは，プロドラッグに比べて高い親水性を示した．プロドラッグの水への

溶解度は，アシル基が長くなるに従って低くなる傾向にあったが，C3－FUdRの溶解

度はC2－FUdRより高く，C5一：FUdRもまたC4－FUdRより高い値を示した．　C3・：FUdR

やC5・FUdRの比較的高い溶解度は，それら誘導体の低い融点に関係するものと考え

られた．PIA－MSの粒子径に対する：FUdRプロドラッグの種類の影響は少なく，何れ

の平均粒子径も100μm前後の値を示した．

　Table　2より，調製時の薬物と高分子の比（薬物20mgと高分子100mg）を等しくし

た1）IA・MSの薬物含有率（薬物／薬物含有P：LA－MS，％）は，プロドラッグのアシル基が

長くなるに従って高くなった．薬物取り込み効率（調製時の（薬物／薬物＋高分子）に対す

る薬物含有率の比，％）は，C5・FUdRからC12・FUdR含有P：LA－MSにおいて，85％
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以上と高い値を示した．この理由は，水中乾燥法における0／w型エマルション形成時

に，薬物が主に有機相に分配するためと考えられる．1　，6）それゆえ，：PLA・MS内への

薬物の取り込みは，薬物の親油性に依存しており，親水性薬物は，水中乾燥法におけ

る。／w型エマルション形成時に，ほとんどの薬物が水相に移行してしまうことや水洗

の過程における薬物の除去により含有率や薬物取り込み効率の値が低くなると考えら

れる．

Table　2　Physicochemical　Properties　of　Cn－FUdR　and　PLA－MS

Compound　m．p．　Partition　Solubility　Diameter　Drug
　　　　　　　　coefficient　in　water　of　PLA－MS　coRteRt
　　　　　　（OC）　logPa）　（x．eg／ml）　（x．em）b）　（％）C）

FUdR　150　一1．53
C2－FIJdR　152　一〇．34

C3－FUdR　77　O．79
C4－FUdR　l　l　7　1．90

C5－FUdR　59　2．72
C6一一FUdR　38　4．25
C8一一FUdR　o　i　l　6．05

CIO－FUdR　34　一一
C12－FUdR　63　一一

＞70000　85±5
　3900　79±3
　5700　113±5
　100　101±5
　140　　　　　1玉8±4

　　20　104±4
1．7＞＜10－2　　　97±6

3．5＞く10－4　　108±5

　　一　102±5

O．　45　（2．　7）

O．　17　（1．　O）

1．　60　（9．　6）

9．　83　（58．　9）

14．　2　（85．　0）

15．　4　（92．　2）

16．　5　（98．　8）

15．　8（94．　6）

15．　9（95．　2）

a）R－Octano｝／O．1Mphosphate　buffer（pH　7．0）．　b）Mean±S．E．（R＝IOO）．

c）　Trapping　efficiency　is　shown　in　parentheses．

Table　3　Diameter　and　Drug　Content　of　PHB－MS

Compound　PHB－65
　　　　Diameter

（　」｛．e　m）　a）

Drug

content
　（％）　b）

　PHB－135

Diameter

（　ice　m）　a）

Drug

contefit

　　（％）　b）

PHB－450

Diameter

（　，ce　m）　a）

Drug

content
　（％）　b）

FUdR　一　一　一C3－FIJdR　132±3　10．78（46．7）　109±3

C4－FUdR　140±3　16．94（73．4）　110±3

C5－FUdR　IOI±3　18．36（79．5）　169±4

　　　一　262±7　5．70（24．7）
ll．66（50．5）　246±IO　14．34（62．1）

19．26（83．4）　326±8　18．67（80．9）

21．95（95．1）　316±9　19．77（85．7）

a）　Mean±S．E．　（n＝IOO）．　b）　Trapping　efficiency　is　shown　in　parentheses．
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　プロドラッグと分子量の異なるPHBとして，分子量65，000（PHB－65＞，135，000

（PH：B－135）及び450，000（PHB－450）の高分子をそれぞれ用いて水中乾燥法で調製した

PHBマイクロスフィア（PHB　MS）の性質をTable　3に示す．　PLA・MSの場合と同様に

PH：B－65，　PHB－135あるいはPHB・450で調製したPHB・MSの粒子径に対するFUdR

プロドラッグの種類の影響は少ないが，P且B－65やP且B－135の場合の平均粒子径は

100μm程度の値を示したのに対し，分子量の大きいPHB・450の場合は，300μmと

大きくなる傾向が見られた．P：HB－MSの薬物含有率及び薬物取り込み効率は，プロド

ラッグのアシル基が長くなるに従って高くなった．PIA－MSの場合でもC5－FUdR以

上のアシル基の長いプロドラッグで高い取り込み効率を示すことから，水中乾燥法に

より調製されるこれらMSについては，　C5一：FUdR以上の長いアシル基を有するプロ

ドラッグ，すなわちC5・FUdR以上の高い親油性を有するプロドラッグを用いること

で，MSの薬物含有率を処方変更により定量的に調節可能であると考えられる．

第2節　　プロドラッグ含有マイクロスフィアからの薬物放出性

　第1節で調製したP：LA－MSのうち，比較的溶解度が高く，実験期間中シンクの条

件を保つことができたC2－FUdR～C6－FUdR及びFUdRを含有したP：LA・MSからの

　　　　　　　100

　
　
　
　
　
　
5
0

（
承
）
℃
。
ω
璽
。
』
切
コ
占

　　　　　　　　o

　　　　　　　　　O　　　　　2　　　　　4　　　　　6　　　　　8　10

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time　（d）

Fig．　3　Release　Prefiles　of　Drug　from　PLA’MS　in　Saline　Containing　O．OIO／e

　　　　Tween　80
　　　　　　　e，　FUdR；　O，　C2－FUdR；　N，　C3－FUdR；　［］，　C4－FUdR；　A，　C5－FUdR；

　　　　　A，C6’FUdR．　Each　value　represents　the　mean±S．E．（n＝3）．
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in㎡加。薬物放出実験を0．01％Tween　80含有生理食塩液中で行った（：Fig．3）．：FUdR

含有PLA－MSからのFUdR放出の場合は，放出初期にバーストが見られた後，ほと

んど薬物放出は見られなかった．PLA・MSからのC2・FUdRやC3一：FUdRの薬物放出

速度は非常に低く，10日目でもその放出率は，10～25％程度であった．一方，C4・FUdR，

C5－FUdRやC6－FUdRの放出は比較的速く，薬物の親油性が高くなるほど速くなる

傾向が見られたが，C6一：FUdRとC5－FUdRは逆転した．

　また，PH：B－450の高分子を用い調製したFUdR，　C3・FUdR，　C4・FUdR，あるいは

。5－FudR含有PHB－Msについて，そのin　vitro放出をFig．4に示す．　PHB・Msか

らのFUdR放出は比較的速く，1日でほぼ全量の薬物が放出した．　PHB－MSからのプ

ロドラッグの放出速度はP：LA・MSの場合と比較して遅い傾向にあったが，　C3－FUdR

〈C4－FUdR＜C5・FUdRの順は変化しなかった．

100

　
　
　
　
　
　
5
0

（
承
）
℃
。
ω
遷
。
』
切
コ
占

　　　　　　　　o

　　　　　　　　　O　　　　　1　　　　2　　　　　3　　　　　4　　　　　5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time　（d）

Fig．4　Release　Prefiles　of　Drug　firom　PHB’MS（PHB“450）in　Saline　Containing

　　　　　O．OIO／o　Tween　80

　　　　　　　●，FUdR；■，　C3－FUdR；〔コ，　C4－FUdR；▲，　C5一：FUdR．　Each　value

　　　　　represents　the　mean　±　S．E．　（n＝3）．

第3節　　プロドラッグ含有マイクロスフィアからの薬物放出に及ぼす生体内成分の

　　　　影響

　C8・FUdR，　C　IO－FUdR，　C　12－FUdRは，親油性が高く，前節で放出実験が行えな

かった．しかし，様々な製剤からの薬物放出速度が，放出外液の性質に影響されるこ
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とが知られており，これらの薬物を可溶化したり，可溶性に変化させたりする成分に

より放出実験が可能になると思われる．そこで，本節においては，含有された薬物が

プロドラッグであることから，まず，FUdRプロドラッグを親薬物であるFUdRに変

換する酵素であるエステラーゼの共存下PIA－MSの放出実験を行った（：Fig．5）．可溶

性の各プロドラッグをエステラーゼにより水溶性のFUdRに変化させることで放出

実験が可能となった．これらの薬物放出は全体に遅いが，炭素数の少ないプロドラッ

グを含むMSにおいて，より放出の速い傾向が示された．
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Fig．5　Release　Profiles　of　FUdR　from　PIA“MS　Containing　C8’FUdR，　C　IO’FUdR，

　　　　　or　C　12’FUdR　in　Buffer　Containing　Esterase

　　　　　　　A：　FUdR　released　from　PLA－MS　contaming　C8－FUdR．　B：　FUdR
　　　　　released　from　PLA“MS　containing　C　IO”FUdR．　C：　FUdR　released　from

　　　　　PLA－MS　containing　C　12－FUdR．　O，　buffer　containing　5　units／ml
　　　　　esterase；　〈〉，　buffer　containing　50　units／ml　esterase．

　　　　　　　Each　value　represents　the　mean±S．E．　（n＝3）．　ln　all　cases，　the

　　　　　prodrug　itself　was　not　detected．
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　エステラーゼのような生体内に存在する成分の放出速度への影響は，MSの血㎡vo

での効果と放出との関係を考える場合，重要である．前節において0．01％Tween　80

含有生理食塩野中で放出実験が可能であったC4・FUdR，　C　5－FUdR，　C6一：FUdRを含

有するMSについても，その影響を知る必要がある．そこで，　C4・FUdR，　C5・：FUdR，

C6・FUdRについてP：LA・MSからの薬物放出速度に及ぼすエステラーゼの濃度増加

の影響を観察した（Fig．6）．　C6・FUdR含有P：LA・MSの場合，放出獄中のエステラーゼ

濃度が高くなるほどFUdR放出は速くなった．それに比較して，　C4一：FUdRや

C5・FUdR含有PIA・MSからのFUdR放出におよぼすエステラーゼの影響は小さかっ

た．
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Fig．6　Effect　of　Esterase　on　the　Release　of　FUdR　firom　PIA’MS

　　　　　　　A：　FUdR　released　from　PLA’MS　containing　C4’FUdR．　B：　FUdR
　　　　　released　from　PLA－MS　containing　C5’FUdR．　C：　FUdR　released　from
　　　　　P：LA－MS　containing　C6一：FUdR．　○，0．1M　phosphate　bUffer（p：巨7．4）；△，

　　　　　buffer　contair血9　5　×　　10’6　u：α誌s／：ml　esterase；　［コ，　buffe：r　containing　5

　　　　　units／ml　esterase；　〈〉，　buffer　containing　50　units／ml　esterase．

　　　　　　　Each　value　represents　the　mean±S．E．　（n＝3）．　Except　for　e．IM

　　　　　phosphate　buffer　and　buffer　containing　5　×　10’6　units／ml　esterase，　the
　　　　　prodrug　itseif　was　not　detected．　ln　the　case　of　5　×　10”6　units／ml　esterase，

　　　　　100　units／ml　esterase　was　added　te　the　aliquot　and　incubated　at　37℃　for

　　　　　30min　to　convert　Cn’FUdR　to　FUdR．
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Fig．7　Effect　ofAlbumin　on　the　Prodrug　Release　from　PLA－MS

　　　　　　　　　A：　Effect　of　albumin　on　prodrug　release　frem　PLA’MS　containing

　　　　　　C4－FUdR．　B：　Effect　of　alburnin　en　prodrug　release　from　PLA’MS

　　　　　　contaming　C5’FUdR．　C：　Effect　of　albumin　on　prodrug　release　from
　　　　　　PLA－MS　containing　C6－FUdR．　○，0．1M　phosphate　bUffer（p：H　7．4）；鳳

　　　　　　buffer　containing　O．019　mg／ml　albumin　（equivalent　protein　concentration　of

　　　　　　5　units／ml　esterase）；　e，　buffer　containing　O．19　mg／ml　albumin　（equivalent

　　　　　　protein　concentration　of　50　units／ml　esterase）；　e，　buffer　containing　40

　　　　　　mg／ml　albumin　（plasma　concentration）．

　　　　　　　　　Each　value　represents　the　mean±S．E．　（n＝3）．　ln　all　cases，　FUdR

　　　　　　itself　was　not　detected．

　次に，血漿中に多量に存在し，界面活性作用やタンパク結合による難溶性薬物の可

溶化作用を有するアルブミンを用いて，P：LA－MSからの薬物放出速度に及ぼす影響を

観察した（Fig．7）．アルブミンの影響はエステラーゼと類似した傾向を示した．すなわ

ち，C6一：FUdR含有PLA－MSからの薬物放出はアルブミン濃度が高くなるほど速くな

り，C4－FUdRとC5一：FUdRの放出に対する効果はC6－FUdRのそれに比べて低いもの
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であった．しかしながら，アルブミンの作用はエステラーゼの場合より高濃度で観察

され，エステラーゼと同じプロテイン濃度（0．019mg／m1と0．19　mg／m1）の条件では，

エステラーゼの効果と比較してその効果は小さかった。

　本節の結果は，放出実験の実施に際してエステラーゼの添加が有効であることを示

す一方，inガ訪。とin　vivoでのP：LA・MSからの薬物放出速度に違いが生じる可能性

があることを示唆した．特に，C6一：FUdRの放出速度は，投与部位や標的部位におけ

るエステラーゼ，アルブミンやその他の生体内成分の濃度に依存することが考えられ

る．

第4節　　．酒面。マウスP388白血病モデルを用いた抗腫瘍効果の評価

　前節までにおいては，FUdRプロドラッグ含有PLA・MS及びPHB・MSを調製し，

そのin　Vitroにおける薬物放出性について述べてきた．本節では，　in卿。において

P388マウス白血病細胞を用いることによりFUdRプロドラッグおよびプロドラッグ

含有MSの抗腫瘍効果を評価し，プロドラッグやプロドラッグを含有したMSの性質

との関係について考i察した．

　まず，MSに含有させないFUdR及び：FUdRプロドラッグ自身の効果を評価した．

すなわち，P388白血病細胞を腹腔内に移植したマウスに：FUdRおよびFUdRプロド

ラッグを生理食塩液に溶解または懸濁させて腹腔内に1回投与した（Table　4）．　FUdR

と比較的アシル基の短いC3・FUdR～C　6一：FUdRは，同様にほとんど効果がなく，わず

かに体重の上昇が観察された．一方，長いアシル基のC10一：FUdR，　C　12－FUdRは高い

効果を示した．1日1回5日間の連日投与の場合（Table　5），1回投与に比べて高い効

果を示し，腹腔内からの薬物の消失が速いと予測される短いアシル基のプロドラッグ

において，その効果の増加は顕著であった．FUdRはチミジレートシンターゼ阻害を

作用機序とし，癌細胞増殖時におけるDNA合成期に特異的に作用する時間依存的な

薬効を示すことが知られている．33・34）これらの結果は，その殺細胞効果が薬物と

腫瘍細胞の接触時間に依存し，血卿。での長い滞留が要求される薬物であることによ

るものと考えられる．

　：PLA－MSおよびPHB・450で調製したPH：B－MSを1回投与した時の効果をそれぞ

れTable　6とTable　7に示す．　C4－FUdR，　C5・：FUdR，　C6・：FUdR含有PLA・MSは顕

著な効果（T／C＞140％）を示し，中でもC6一：FUdR含有PLA－MSは，75mg／kgの薬物投

14



与量で最大効果（153％）を示した．一方，長いアシル基のC10－FUdRおよびC12一：FUdR

含有P：LA・MSは，用いた投与量範囲でほとんど効果を示さなかった．　PHB－MSの場

合は，C3・FUdR＜C4一：FUdR＜C5・：FUdRの順で効果が高く，　C5・FUdRは，28mg∠kg

の薬物投与量で144％であった．

Table　4　Antitumor　Activity　of　Single　InjectioB　of　FUdR　and　Cn－FUdR

CompouRd Dosea）　Weight　change　Survival　time　T／C　CoRtrolb）
（mg／kg）　（O－5d，　g／mouse）　（n＝5，　day±S．E．）　（％）

C3－FUdR

C4－FUdR

C5－FUdR

C6－FUdR

C8－FUdR

CIO一一FUdR

C12－FUdR

FUdR

5

0
0
5
0
0
5
0
0
5
0
0
5
0
0
5
0
0
5
0
0
5
5
2
0
0

5
5
2
5
5
2
5
5
2
5
5
2
5
5
2
5
5
2
5
5
2
　
　
5
5
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8
8
4
4
7
6
6
5
1
9
9
4
4
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4
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＋
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＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
彌
隔
一
櫓
一
一
嚇
一
輔
＋
÷
＋
＋

10．　8±　O．　4

10．　2±　O．　2

11．　O　±　O．　8

11．　2±　e．　4

10．　2±　e．　2

10．　6±　O．　2

10．　2±　O．　4

9．　8±　O．　2

10．　2±　e．　2

11．　0　±　1．　0

10．　2±　O．　2

9．6±O．2

11．　8　±　O．　5

10．　8±　O．　6

11．　8±　e．　4

11．2±L3
13．　8±　O．　7

13．　4±　O．　5

10．　0±　O．　8

13．0±O．O

13．6±O．5

13．　8±　O．　5

9．　6±　O．　4

11．2±O．4

10．　2±　O．　6

2
6
4
5
5
6
4
0
4
3
5
4
6
6
8
6
0
6
0
0
6
7
4
4
5

0
9
0
1
0
0
0
0
0
1
0
0
1
0
1
0
3
2
0
3
3
4
1
1
0

1
1
　
　
1
玉
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
三
1
1
1
1
1
1
1

A
A
A
B
B
C
D
D
D
B
B
E
F
F
C
A
A
A
C
C
C
G
G
D
B

a）　Dose　of　CR－FUdR　mg／kg　or　FUdR　mg／kg．　b）　Control　groups’　were　not

treated．　The　survival　time　of　eontrol　grollps；　A，　10．6±O．2；　B，　9．7

±O．21　C，　10．0±O．O；　D，　9．8±O．2i　E，　9．2±O．21　F，　10．2±O．51　G，　9．41

0．4．　　Thewelght　changes　of　control　groups　were　A＝十L7，　B＝十2．3，　C＝十2．5，

D＝十1．6，　E＝十2．4，　F＝十1．2，　and　G＝十2．7．
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1

Table　5 Antitumor　Activity　of　Five

5）　of　FUdR　and　CR－FUdR

IRjections　（day　1，　2，　3，　4，　and

at；ifil；6｛rEZi一”Ei6g’55m　ound　Dosea）　weight　change　survival　time　T／C

　　　　　　　（mg／kg／d）　（O－5d，　g／mouse）　（n：5，　day±S．E．）　（％）

66tlTI”F6’i”il；ntrolb）

C3－FUdR

C4－FUdR

C5－FUdR

C6－FUdR

C8－FUdR

CIO一一一FUdR
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5
5
2
0
5
5
2
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7
2
5
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7
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0
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2
7
2
2
7
2
5
2
7
2
5
2
7
2
5
2
7
2
2
7
2
　
　
2
7
2
　
　
5
2
7
2

2
　
　
2
　
　
7
2
　
　
7
2
　
　
7
2
　
　
2
　
　
　
　
2
　
　
　
　
7
2

　
5
4
7
7
0
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2
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5
5
5
6
8
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9
7
6
9
4
8
2
9
6
1
7
3
0
1
1
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0
0
0
6
2
2
2
2
1
0
1
1
1
0
2
2
2
2
2
2
0
0
1
2
1
0
0
1
3
2
0
0

　
曽
＋
二
：
：
二
二
一
噛
一
二
二
＋
＋
＋
騨
二
禰
＋
．
鱒
需
＋

エ2．2＝ヒ＝0．2

11．2±O．2

10．4±O．2

12．　4±　2．　3

13．2±1．6

12．　6±　O．　4

9．　2±　O．　2

14．6±O．2

13．　4±　O．　2

12．　4±　O．　4

10．　O±　O．　5

13．　6±　O．　9

12．2±O．9

12．0±1．3

9．　0±　O．　0

12．　6±　O．　2

12．　2±　1．　7

1L　8±　L　6

11．　8±　O．　2

13．　4±　1．　0

14．　4±　O．　5

12．　3±　O．　9

10．5±O．9

10．　4±　O．　5

13．　2±　LO

14．　6±　O．　4

14．　4±　e．　2

12．8±O．6

9．4±e．4

15．410．4

13．0±O．O

IL　8±　L1

2
2
4
3
1
5
4
6
4
4
2
5
1
9
2
5
1
7
8
4
4
1
2
2
9
3
4
8
6
7
3
0

2
1
0
2
3
2
9
4
3
2
0
3
2
1
9
2
2
1
1
3
4
3
1
0
2
4
4
2
9
5
3
2

エ
ー
1
1
1
1
　1
1
1
1
1
1
1
　

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
　

1
1
1

A
A
A
B
B
B
C
A
A
A
C
B
B
B
C
B
B
B
A
A
A
D
D
E
E
E
A
A
C
C
C
C

a）　Dose　of　Cn一一FUdR　mg／kg／d　or　FUdR　mg／kg／d．　’　b）　Control　groups　were　not

treated．　The　survival　time　of　control　grollps；　A，　10．0±O．　O；　B，　IO．1

±O．2；　C，　9．8±O．2；　D，　9．4±O．4；　E，　10．2±O．2．　The　weight　chaitges　of

control　groups　were　A＝十2．0，　B＝・十2．9，　C＝十1．6，　D＝十2．7，　and　E＝十2．3．

16



Table　6　Antitumor　Activity　of　SiRgle　IRjection　of　PLA一一MS

Compound　Dosea）　Weight　change　Survival　time　T／C　Controlb）
　　　　　（mg／kg）　（O－5d，　g／mouse）　（n＝5，　day±S．E．）　（％）

C4－FIJdR　145（15eO）C）

　　　　　49　（500）

　　　　　14．　5（150）

　　　　　　4．　9　（50）

C5－FUdR　225（1500）

　　　　　75　（500）

　　　　　22．　5（150）

　　　　　　7．　5　（50）

C6－FUdR　225（1500）

　　　　　75　（500）

　　　　　22．　5　（1　5e）

　　　　　　7．　5　（50）

C8－FUdR　225（1500）

　　　　　75　（500）

　　　　　22．　5　（1　50）

　　　　　　7．5（50）

CIO一一FUdR　225（150e）

　　　　　75　（500）

　　　　　22．　5　（1　50）

　　　　　　7．5（50）

C12－FUdR　225（1500）

　　　　　75　（500）

　　　　　22．　5　（1　50）

　　　　　　7．　5　（5　0）

Blank　MSd’　（900）

8
3
5
6
1
3
3
1
4
0
3
2
1
3
2
8
6
5
玉
9
4
2
1
2
8

3
3
0
0
3
3
1
0
3
4
3
0
4
3
1
0
2
3
0
1
0
1
3
3
1

彌
岬
一
＋
帰
脚
一
一
轍
糊
一
一
一
”
”
＋
曜
一
一
一
一
＋
＋
＋
＋

11．6±O．9

14．2±O．8

11．4±O．2

10．8±O．4

10．4±O．5

14．　2±　O．　8

12．4±O．4

12．　0±　O．　0

12．　0±　1．　2

14．　8±　O．　3

13．　6±　O．　3

11．　4　±　O．　2

11．　8±　2．　1

13．6±O．9

12．　0±　O．　6

11．　0±　O．　4

9．8±L2
12．0±1．3

11．　2±　O．　4

11．　2±　O．　5

12．0±O．3

10．6±O．4

10．　2±　O．　2

10．　0±　O．　3

9．　2±　O．　2

0
6
8
1
6
6
7
2
4
3
0
8
8
3
1
8
7
9
1
1
9
5
1
9
4

2
4
王
1
0
4
2
2
2
5
4
1
1
3
1
0
9
1
1
1
1
0
0
9
9

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
　

1
1
1
1
1
1

B
8
B
B
C
C
C
C
B
B
B
B
A
A
A
A
D
D
D
D
D
D
D
D
C

a）Doseofcontained　drug　inPLA－MS．　b）Controlgroupswere　net　treated．
The　survival　time　of　control　groups；　A，　10．2±O．5；　B，　9．7±O．2；　C，　9．8

±O．2；D，　10．1±O．2．　The　weight　changes　of　control　groups　were　A＝十1．2，

B＝十2．3，　C＝十1．6，　and　D：十2．9．　c）　Dose　of　PLA一一MS　（mg／kg）　were　shewn　in

the　parentheses．　d）　BlaBk　MS　did　not　contain　the　drug．

　：FUdRプロドラッグ懸濁液とプロドラッグ含有P：LA－MSおよびPHB－MSの薬物投

与量と抗腫瘍効果の関係を比較するために，縦軸に延命日数（increase　in　lifespan：

T／c×100　一100，％）を，横軸に薬物投与量をプロットした（Fig．8，9）．同じ投与

量で，C4一：FUdR，　C5・FUdR，　C6－FUdRの懸濁液1回投与とMSとして投与したとき

を比較すると，PLA－MS，　PH：B・MSのどちらでもMS投与で顕著に効果が高い．また，

17



Table　7　Antitumor　Activity　of　Single　Injection　of　PHB－MS

Compound　Dosea）　Weight　chaRge　Survival　time　T／C　Controlb）
　　　　（mg／kg）　（e－5d，　g／mouse）　（n＝5，　day±S．E．）　（％）

C3－FUdR

C4－FUdR

C5一一FUdR

Blaitk　MSd＞

72（500）C）　十〇．9

22（150）　十1．0

7（5e）　十〇．9

94（50e）　十〇．7

28（150）　一〇．7

9（50）　十〇．9

94（500）　一3．2

28（150）　一一2．7

9（50）　十〇．4

（50）　十1．6

10．　6±　O．　4

10．　O±　O．　0

9．　8±　O．　2

11．2±O．9

12．　6±　O．　9

10．　8±　O．　2

g．　o±　e．　s

13．　8±　O．　6

11．4±O．2

10．　2±　O．　2

99

94

92

117

131

113

94

144

119

98

A
A
A
B
B
B
B
B
B
C

a）Dose　efcentained　drug　inPHB－MS．　b）CoRtrolgroupswerenet　treated．

The　survival　time　ef　centrol　groups；　A，　IO．7±O．2；　B，　9．6±O．3；　C，　10．4

±O．2．　c）　Dose　of　PHB一一MS　（mg／kg）　were　showit　in　the　parentheses．　d）

Blank　MS　did　not　contain　the　drug．

懸濁液5連投と比較してもMSでの効果はほぼ等しいかあるいはそれ以上であり，最

大効果を示す投与量もより低投与量であった．これらのことは，C4・FUdR，　q5－FUdR，

C6・FUdR含有P：LA・MSが，1回の投与でかつ総量としても低い投与量において，薬

物懸濁液の連続投与よりも有効であることを示している．この効果は，MSからの

C4・FUdR，　C5－FUdR，　C6一：FUdRの適度な放出速度によると考えられる．一方，懸濁

液として投与した場合に低い投与量で高い効果を示したC12・：FUdRは，　P：LA・MSに

含有させるとほとんど効果を示さなかった．これは，P：LA－MSからの放出速度が極度

に小さいことによると考えられる（Fig．5）．　c　12・FudR含有PLA・Msの効果が最大投

与量で最も高く，体重変化もその投与量ではじめてマイナスに転じていることからも

この考えが支持される（Table　6＞．

　PH：B・MSとPLA・MSを比較した場合，ほぼ同様な有効性が示されたが，　C4一：FUdR

とC5・FUdRにおいて，最大効果の得られる投与量がPHB－MSの方が低かった．　Zn

ガ加。の放出速度はPLA・MSの方がPHB－MSより速いので，この結果は一見放出実験

の結果と一致しない．PHB－MSに関しては，生体成分の放出への影響を検討していな

いが，この矛盾は血卿。での放出の違いに関係していることも考えられる．
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Fig．　8
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Fig．9　Antitumer　Activity　of　Single　Injection　of　PLA’MS　er　PHB’MS

　　　　　　　　A：Single　injection　of　PLA－MS．　B：Single　injection　of　P：巨B・MS．　■，

　　　　　C3－FUdR；〔コ，　C4・FUdR；▲，　C5一：FUdR；△，　C6一：FUdR；○，　C8－FUdR；◇，

　　　　　CIO－FUdR；　e，　C12－FUdR．
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第5節　小括並びに考察

　薬物の分子修飾によるプロドラッグ化と高分子MSの利用という2つのアプローチ

のコンビネーションは，抗癌剤の効力を高めるために極めて有望な方法であると思わ

れる．本実験において，FUdRの糖部水酸基を直鎖飽和脂肪酸でアシル化したプロド

ラッグは，広範囲な物理化学的性質を示し，MSの調製法として簡便なことから広く

用いられてきた水中乾燥法により調製したP：LA－MSやPH：B－MSへのプロドラッグの

取り込みは，プロドラッグのアシル基を長くすることにより改善された．C5・FUdR

以上の親油性を有するプロドラッグを用いることで，MSの薬物含有率を処方変更に

より定量的に調整することが可能である．さらに，in㎡～肋において，　P：LA－MSから

のC4－FUdR，　C　5－FUdR，C6－FUdRやPHB－MSからのC5－FUdRは適度な速度で徐放

化され，血卿。においても高い抗腫瘍効果を示した．逆に，プロドラッグ自身に，抗

腫瘍効果に対して有効性が示されたC12－FUdRを含有したP：LA・MSの場合，その小

さすぎる放出速度のため，ほとんど効果を示さなかった．

　上述したように，in　vitroでの薬物放出性と血τ4voにおける抗腫瘍効果にはある程

度の相関が見られた．しかし，一方で，MSからの薬物放出速度は，放出液中の生体

内成分の有無で少なからず影響を受けることが明らかとなり，特に，高い抗腫瘍効果

を示したC6一：FUdR含有P：LA－MSでは，このプロドラッグを親薬物に変換させるエス

テラーゼやアルブミンの濃度に依存し，顕著に放出速度が速くなった．このことは，

治療上，患者の病態，個体差により放出速度が異なる可能性を示唆しており，さらに，

製剤開発においても，血が加。と功卿。における薬物放出速度の違いから，製剤設計

時に設定する放出速度を，功Vitroにおいて決定することが困難となる等の問題を示

唆している．すなわち，理想的な製剤が有する1つの特徴である「in　vivoにおいても

計画された速度で薬物を放出する」という製剤を設計する上で，このことは，大きな

問題となるに違いない．この放出速度に関する問題の本質やその打開策については，

次章に譲る．
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第2章　プロドラッグ含有高分子マイクロスフィアからの薬物放出メカニズムに関す

　　　　る検討48“一一50）

　前章までにおいて，薬物自身をプロドラッグ化することで，その物理化学的性質を

変更し，血VitroでのMSからの薬物放出速度を修飾できることを示した．しかし，

それらMSからの血vitro薬物放出速度は，生体内成分であるアルブミンやエステラ

ーゼの存在により大きく影響を受けることも明らかとなった．

　高分子の物理化学的性質の観点から見ると，前章で用いたPLAやPHBは，いずれ

も結晶性が高い．そしてこのことが前章で観察されたMSからの放出特性と関係して

いると思われる．近年の高分子化学，工学の進歩とともに，様々な生体適合性の高い

生体内分解性高分子が次々と開発され，その物性も，結晶性，非晶性，ペースト状，

ろう三等，多伎にわたり，生体内分解性高分子の選択性が広がりつつある．このよう

な状況下，功が四においても最適な放出速度を示す製剤を設計するための基礎検討と

して，種々物性の異なる高分子MSからの種々物性の異なる薬物の放出メカニズムを

明らかにし，両者の物性と放出メカニズムの関係の解明が必要であると考えた．

H

Fig．　10

C　H2 H
C

0
暦
■
璽
C
響
猛
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@一cH2　十m　H

　　　　　　CH

Structure　of　EthyleRe’Vinyl　Acetate　Copolymer

　　　　　　CH3

H“・一。・→「，＋一一→十・H

Fig．11　Structure　of　L－Lactic　acid－6“Valerelactone　Copolymer
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　そこで，本章ではまず，結晶性高分子であるPLAで調製したP：LA－MSからの薬物

放出メカニズムの解明を試み，その薬物放出速度に影響を及ぼす要因について考察し

た．そして比較を目的として，生体内分解性ではないが，典型的なゴム状高分子であ

るエチレンー酢酸ビニル共重合体（EVA，　Fig．10）をモデル高分子として用い，ゴム状態

でのMSからの薬物放出特性について詳細な検討を行い，更にガラス転移温度が25℃

で，MS調製温度や保存温度ではガラス状態で，体温付近ではゴム状態となる生体内

分解性のL一乳酸δ一バレロラクトン共重合体（PL▽，：Fig．11）51）を用いてMSを調製

し，それからの薬物放出メカニズムについて検討した．

第1節　　マイクロスフィアからの薬物放出メカニズムの解析に関する理論

　球形マトリックスからの薬物放出過程を表す式は，薬物の含量がマトリックス中の

溶解度以下であるか以上であるか，薬物の移動がマトリックス実質部分で生じるかマ

トリックスに生じた割れ目や穴において生じるか等により異なり，：Higuchi，52）や

Bakerと：Lonsdaleによりまとめられている．53）

　薬物がマトリックス中に完全に溶解して存在し，溶けた薬物がマトリックス実質を

拡散して移動する場合（：Fig．12A），次式が適合する．

F＝6（Dt／r27v）i／2－3Dt／r2 （F〈O．　4） （1　a）

F”1一　（6／　7t　2）　exp　（一　7u　2Dt／r2） （F＞O．　6） （1　b）

ここで，Fは放出分率，　Dはマトリックス中での薬物の拡散係数，　rはマトリックス

半径である．

　薬物がマトリックス中での溶解度以上に含まれ懸濁粒子が存在する場合で，薬物の

移動がマトリックス実質への溶解と拡散により生じ，その拡散過程が放出の律速段階

である場合（：Fig．12B－1），次式が適合する．

（3／2）　［1一　（1　一F）　2／3］　一F＝　（3DCms／r2Co）　t （2）

ここでCmsはマトリックス中への薬物溶解度，　Coはマトリックス中の初濃度である．
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　薬物がほとんどマトリックス実質中に溶解せず，放出がマトリックス中に形成され

た薬物が存在する割れ目や穴へ浸入した溶媒への薬物の溶解と溶媒が浸入した通路で

の逆方向の拡散により生じる場合（：Fig．12B－2），次式の適用が考えられる．

（3／2）　［1一（1－F）　2／3］　一F＝（3DwCwsK／r2　T）t （3）

ここでDwは放出陣中の薬物拡散係数，　Cwsは放出液中への薬物溶解度，　K：は薬物の

比容積，τは放出路の曲路率である．

　式（2），（3）は時間tに対して左辺をプロットすれば，直線関係が得られる．ゆえに，

放出速度定数kは次式により定義される．

（3／2）　［1　一一　（1－F）　2／3］　一F＝kt （4）

A 　　　　率
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Three　Models　for　Drug　Release　from　Spherical　Matrix

　　A：　Drug　dissolved　matrix　（Homogeneous　matrix）． B：　Drug

suspended　matrix；　B－1：　Homogeneous　matrix，　B－2：　Granular　matrix．
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　MSからの薬物の放出がこれらのどの式に適合するかを予測するには，薬物含有率

の異なるMSからの放出を比較するのが簡便な方法である．もし，放出機構が式（1）

に当てはまるなら，単位時間当りの放出率：Fの変化で表される放出速度は薬物のMS

中の初濃度に比依存的である．一方，式（2）が適合する場合，右辺の分母にCoがある

ため，：Fの次元で表される放出速度は薬物初期含有率の増加に伴い減少する．また，

式（3）の場合，薬物の初期含有率の増加によりτの減少が予想され，それに伴う放出速

度の増加が観察されるはずである．

第2節　ポリ・L・乳酸マイクロスフィアからの薬物放出メカニズム

　第1章で評価を行ったPLA・MSについて，本章第1節で述べた理論をもとにその

薬物放出機構を検討するため，各プロドラッグを種々含有率で取り込ませたP：LA・MS

を調製した．その調製時，高分子100mgに添加した薬物量と調製後の薬物含有率を

Table　8に示す．まず，含有率の異なるC5・FUdR含有PIA・MSからの薬物放出実験

を37℃で24時間行った．それら薬物放出速度を比較するために，薬物放出実験結果

Table　8 AmouRt　of　Drug　Used　for

Preparation　of　PLA－MS　and

ResultaRt　Drug　content　in

PLA－MS

Drug　Amount　of　Drug　Drug
　　　for　preparatiofl　content

　　　　　　（mg）　（％）
C3－FUdR

C4一一FUdR

C5一一F｛JdR

C6－FUdR

C5一一FUdR

C5－FUdR

C5一一FUdR

C5－FUdR

C3－FUdR

C4－FUdR

C6－FUdR

20．　0

20．　0

20．　0

20．　0

1．　0

5．　0

10．　0

12．　5

50．　0

15．　5

11．　6

6
8
2
4
7
6
9
8
8
8
8

1
9
4
5
0
3
6
8
8
8
8

　
　
1
　
1
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Fig．13　Linear　Higuchi　Plots　for　C5’FUdR　Release　from　PI．LA’MS

　　　　　　　Drug　content：　O，　O．7e／o；　e，　3．60／o；　A，　6．96／o　A，　8．80／o．　Each　value

　　　　represents　the　mean　±　S．E．　（n　＝3）．

　　　1
　　0．75

S　O．5
ミ　α25
邑
±　　o
善一α25

　　－O．5

　一一〇．75

　　　　　　　　　0　　　2　　　4　　　6　　　8　10

　　　　　　　　　　　　　Drug　conte就（％）

Fig．14　Effect　of　Drug　Content　in　PLA－MS　Containing　C5’FUdR　on　kH　at　370C

を，薬物放出が拡散律速である場合に一般に広く用いられているLinear　Higuchi　plot

（薬物放出率のt1／2に対するプロット）54）した（：Fig．13）．そして，それら直線の傾きか

ら見かけの放出速度定数（k旬を求め，そのkHの対数を薬物含有率に対してプロットし

た（Fig．14）．　c5－FudR含有PLA－Msにおいて，明らかにMs中の初期含有率が高く

なるに従い，その薬物放出は速くなることが示された．これは，理論上式（1）及び（2）

で表されるメカニズムすなわち薬物が高分子マトリックス実質中を拡散するモデルに

おいては起こり難い現象で，式（3）において説明される状況であると推察した．そこで，

C5－FUdRに限らず他のプロドラッグについても，　MS中にはとんど溶けず，放出が
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Fig．15　　Relationship　between　Calculated　Values　of　3／2［1一（1－F）2／3｝：F　and　Time　fbr

　　　　C5”FUdR　Release　from　PIA”MS
　　　　　　　Drug　content：　O，　O．7e／e；　e，　3．60／o；　A，　6．90／o；　A，　8．8e／o．　Each　value

　　　　represents　the　mean　±　S．E．　（n＝3）．
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Fig．16　Relationship　between　Calcula’ted　Values　of　3／2（1一（1－F）2i3］’F　and　Time　for

　　　　C3’FUdR，　C4’FUdR，　or　C6“FUdR　Release　from　PLA－MS

　　　　　　　一，　C3－FUdR　（Drug　content：　1．60／o）；　U，　C4－FUdR　（Drug　content：

　　　　9．80／o）；　A，　C6－FUdR　（Drug　content：　15．4e／o）．　Each　value　represents　the

　　　　mean　±　S．E．　（n＝3）．

MS中に形成された薬物の存在する割れ目や穴へ浸入した外液に溶解し拡散すること

により生じると仮定し，式（3）の適用を試みた．すなわち，各時間の放出率から式の左

辺を計算して時間に対してプロットした（：Fig．15，16）．　Fig．　15において，各含有率の

C5－FUdR含有MSにおいて，直線性が示され，その傾きk（放出速度定数）は，初期含

有率の増加と共に大きくなった．また，：Fig．16において，他のプロドラッグについて
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も放出初期において良好な直線関係が示された．これらの結果は，P：LA・MSからのプ

ロドラッグの放出機構に式（3）の適用が妥当であることを示唆している．薬物はマトリ

ックスに形成された割れ目や穴に存在し，薬物の初期含有率の増大によりそれらが結

合して曲路率τの減少を招いたものと考えられる．

　さらに，放出速度におよぼすアシル基の長さの影響を明らかにすることを目的に，

薬物含有率の影響を避けるため，薬物含有率の等しいP：LA－MSを調製した．　P：LA・MS

からのFUdRプロドラッグの放出機構が，式（3）により表されるなら，薬物含有率の等

しいP：LA－MSの放出速度は，　CwsとDwに影響されるであろう．そこでFUdRプロ

ドラッグをそれぞれ8．8％含有するようにMSを調製し，それらからの放出について

実験を行い，式（3）の左辺を時間に対してプロットした（Fig．17）．薬物放出速度は，

FUdRプロドラッグの水への溶解度の順と一致し，その放出経路に水が浸入している

ことが示唆された．この結果もまた，PLA－MSからのプロドラッグ放出が，式（3）が表

す機構すなわち，プロドラッグがMS中にはとんど溶けず，　MS中に形成された割れ

目や穴に存在し，薬物がそこに浸入した外液に溶解し拡散により放出される機構であ

る妥当性を示唆している．第1章第2節で示されたプロドラッグの種類による放出速

度の違いは，薬物含有率と水への溶解度の両方の違いにより決定されたものと考えら

れる．
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Fig．17　Effect　of　Cws　en　the　Release　ef　Cn’FUdR　from　PLA’MS

　　　　　　　薗，C3－FUdR；□，　C4・：FUdR；▲，　C5－FUdR；△，　C6一：FUdR．
　　　　va｝ue　represents　the　mean　±　S．E．　（n＝3）．

Each
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　本節においては，PLA・MSからの薬物放出速度がその薬物の放出液への溶解度より

も薬物含有率によってより大きく影響されることを明らかにした．このことは，薬物

放出制御の面で意義深いと考えられ，親油性プロドラッグをPLA－MSに用いることに

より，薬物含有率を調節することで，必要とされる放出速度を示すP：LA・MSが調製可

能であると考えられた．しかし，一方で，本節において明らかにした薬物放出機構に

おいては，外液への溶解と外液中での拡散を放出過程に含むために，外液の性質に影

響されやすい放出機構であると考えられる．事実，第1章第3節で示したP：LA－MS

からの放出速度が放出畠中のエステラーゼやアルブミンにより速められた．この理由

について，エステラーゼの場合は，親油性のCn一：FUdRを親水性のFUdRに変換する

酵素であるため，薬物の放出液への溶解度を上昇させることにより放出速度を高めた

ものと考えられ，一方，アルブミンの場合は，薬物のタンパク結合やアルブミンの持

つ界面活性作用による薬物の見かけの溶解度の上昇やぬれの改善等の寄与が推察でき，

いずれもこの放出機構との関連から説明可能である．血ガ”においても計画された放

出速度を再現するためには，PLAやP且B等の結晶性の高い高分子を用いた場合，設

計初期から，これらのことを念頭に置く必要がある．

第3節エチレンー酢酸ビニル共重合体マイクロスフィアからの薬物放出メカニズム

　前節において，本章第1節に基づき，PLA－MSからの薬物放出機構を解析し，それ

がMS中の割れ目や穴を通って浸入する放出液への溶解と，その浸入液を逆に通過す

る拡散によることを示し，またその機構がPLAが結晶性が高いことと関係している

と考察した．そこで本節では，放出温度でゴム状態で存在することが知られているエ

チレンー酢酸ビニル共重合体（EVA）を用い，本章第1節の理論によって正しくゴム状態

のMSからの薬物放出が記述できるかを確認するとともに，ゴム状態高分子のMSの

放出特性について基礎的な検討を行った．薬物には，C3・FUdR，　C4・FUdR，　C5－FUdR，

C6－FUdRの4種を用い，水中乾燥法によりEVAマイクロスフイア（EVA－MS）を調製

した．Table　9に，調製時に高分子100mgに添加した薬物量と調製後の薬物含有率及

び平均粒子径を示した．調製したEVA－MSの粒子径は，100～150μm程度であり，

薬物の違いや薬物含有率の違いによる影響は示されなかった．これらEVA・MSのin

Vitro薬物放出実験を行った．それぞれの放出速度を比較するため，本章第2節同様，

放出実験結果をLinear　Higuchi　plotし（Fig．18），見かけの放出速度定数（kH）を求め，
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Table　9　Amount　of　Drug　Used　for　Preparation　of

　　　　　EVA－MS，　Drug　CoRtent　in　EVA一一MS，　and

　　　　　Diameter　of　EVA一一MS

Drug　Ainount　of　drug

　　　for　preparatioR
　　　　　　　（mg）

Drllg　Diameter
content　（xLm±S．E．，

　（％）　n－50）

C3－FUdR

C3－FUdR

C4－FUdR

C4－FUdR

C4－FUdR

C4－FUdR

C4－FUdR

C5－FUdR

C5－FUdR

C5－FUdR

C5－FUdR

C5－FUdR

C5－FUdR

C5－FUdR

C5－FUdR

C6－FUdR

C6－FUdR

C6－FUdR

C6－FUdR

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
5
0
0
0
0
1
5
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

2
4
　
1
2
3
4
　
　
1
2
3
4
6
7
1
2
4
6

1．　67

6．　24

0．　62

1．　88

8．　52

15．　3

18．　5

0．　32

1．　86

5．　61

10．　6

15．　3

20．　4

30．　7

36．　5

6．　77

13．　8

27．　0

33．　7

135　±　7

148　±　8

141　±　6

121　±8

125　±　8

156　±　9

131　±　9

112±7
122　±　13

105±10
125　±　8

127±9

105±7

109±6

111±7

128±8
127　±　7

139　±　8

166　±　7

各EvA－MsのkHの対数を薬物含有率に対してプロットした（：Fig．19）．比較的親水性

のC3・：FUdRを含有するEVA・MSでは，初期含有率の増加に伴いkHの減少が観察さ

れた．一方，親油性のC6・：FUdRを含有するEVA－MSでは，初期含有率の違いによる

kHへの影響はほとんど観察されなかった．中間の性質を示すC4－FUdRとC5－FUdR

では，低含有率においてkHの変化は見られないが，高含有率においてはその含有率

の増加に伴うkHの減少が観察された．この結果を第1節の理論をもとに考察すると，

すべての条件で放出はマトリックス中の拡散により制御されており，C3・FUdRの放

出においては薬物の懸濁状態と仮定した式（2）が，C4・FUdRとC5一：FUdRにおいては

低含有率の時に薬物の溶解を仮定した式（1），高含有率の時に式（2）が，C6・FUdRにお

いては行った範囲の含有率において薬物が溶解状態にある式（1）がそれぞれ適合する
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と考えられる．比較的親水性のC3・：FUdRがEVA・MS中に懸濁状態で取り込まれてい

るのに対し，親油性のC6・FUdRが溶解状態で取り込まれており，中間のC4・：FUdR

とC5一：FUdRが低含有率では溶解状態で，高含有率では懸濁状態で取り込まれている

とするこの考えは，親油性の高分子であるEVAと薬物との親和性を考慮すると妥当

であると思われる．さらに，マトリックス中での薬物の移動がPIA－MSの場合と異な

り，MS中に形成された割れ目や穴で起こるのではなくMS実質中で起こることを示

唆するこの結果は，EVAが結晶性ではなくゴム状高分子であることからも妥当である

と考える．
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Fig．18　Linear　Higuchi　P｝ots　for　Drug　Release　firom　EVA”MS

　　　　　　　A：Release　of　C3－FUdR，　C3”FUdR　content，　O，1．670／e；e，6．240／e．　B：

　　　　　Release　ef　C4’FUdR，　C4’FUdR　content，　O，　O．620／e；　e，　1．880／o；　A，　8．520／o，

　　　　　▲，15．3％；［コ，18．5％．　C：Release　of　C5－FUdR，　C5－FUdR　c◎ntent，○，

　　　　　0．32％；●，1．86％；△，5．61％；▲，10．6％；［コ，15．3％；圏，20．4％；◇，30．7％；

　　　　　“，　36．50／o．　D：　Release　of　C6“FUdR，　C6’FUdR　content，　0，　6．770／o；　e，

　　　　　13．80／o；　A，　27．00／G；　A，　33．70／o．　Each　value　represents　the　mean±S．E．　（n＝3）．
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Fig．19　Effect　of　Drug　Content　in　EVA’MS　on　kH

　　　　　謹，C3一：FUdR；〔］，　C4・FUdR；▲，　C5－FUdR；△，　C6－FUdR．

　EVAマトリックス中のFUdRプロドラッグの移動現象をより詳細に検討するため，

EVAを用いて調製した膜透過試験をC3一：FUdR，　C4一：FUdR，　C5・：FUdRについて行い，

EVAマトリックス中の薬物拡散係数の測定を試みた．典型的な透過プロファイルとし

てC5・FUdRの累積透過量時間曲線をFig．20に示す．透過のパラメータは，非線型

最小二乗法55）により次式56）にデータを当てはめることにより求めた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Q＝（DmPCws／L）（t－L2／6Dm）一（2PCwsL／π2）Σ｛（一1）臓／n2｝exp（一n2π2Dmt／L2）

　　　　　　　　　　　　　　　　　n＝！

（5）

ここでQは単位面積：当りの累積透過量，Pは薬物の膜一水間の分配係数：，　Cwsは薬物

の水への溶解度，：Lは膜の厚さであり，Cwsとしに実測値を用い，未知のパラメータ

としてEVAマトリックス中の薬物拡散係数Dmとマトリックスー水薬物分配係数Pを

求めた（Table　10）．得られたDmの値は薬物間でほとんど差がなく，アシル基の長さ

の違いによる分子量のわずかな増加はEVA中の拡散性にほとんど影響しないことが

示された．この結果は，薬物を溶解状態で含んでいると考えられるEVA－MSでは，薬

物が異なってもkHの値はほぼ等しい放出実験結果とよく一致している．式（1）に従う

状況では，放出は拡散制御であり，薬物の親油性は薬物の放出速度に影響しないと考

えられる．一方，分配係数Pは薬物の親油性の増加に伴い増加した．この結果は，EVA

マトリックスへの薬物の溶解性が親油性プロドラッグにおいて高いと予想された
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EVA－MSからの放出実験の結果と一致している．

Table　10 Diffusion　Parameters　of　FUdR

Prodrugs　threugh　EVA　MembraRe

Compound　Dm　（cm／h）×105 P

C3一一FUdR　1．11±O．08

C4－FUdR　1．19±O．12

C5－FUdR　O．935±O．036

o．　se6　±　o．　012

15．　0±　2．　0

65．　6±　2．　1

Meall±S．E．　（n＝3）．

100
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Fig．20　Permeation　of　C5－FUdR　through　EVA　Membrane

　　　　　Membra：ne　thic：kness：●，0．019cm；▲，0．019cm；望，0．021cm．

　薬物が溶解状態で含まれていると考えられるEVA・MSからの薬物放出が厳密に式

（1）に従い，さらには放出実験から決定される拡散係数Dの値が，膜透過実験で得られ

た拡散係数Dmと同等であるかどうかを確認することを試みた．式（1）は本来球形マト

リックスからの放出を表す式であり，単分散のMSからの放出にはそのまま適用可能

であるが，粒子径に分布がある場合，解析に粒度分布を組み込む必要がある．19）そ

こで式（1）の適合性を評価するために，粒子径0．13cmのC5一：FUdR含有球形マトリッ

クスを調製し，1個のマトリックスからの生理食塩液への放出を測定した（：Fig．21）．

：Fig．21には，拡散係数Dに膜透過実験で得られたDmの値を，マトリックス半径r
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に実測値をそれぞれ式（1）に代入して計算した理論曲線を重ねて示した．理論曲線と実

測値はよく一致しており，この拡散モデルの適用の妥当性および水中乾燥法で調製し

たEVA球形マトリックスとEVA膜におけるC5・FUdRの拡散係数の同等性が示され

た．C5・FUdRはこの含有率（6．08％）においてマトリックス中に溶解して存在し，そこ

での拡散係数が放出の律速段階であると考えられる．また，EVA膜とEVA・MSでの

拡散係数が同等であったということから，溶解度以下の含有率であれば，膜透過実験

から，MSからの放出プロファイルが予測可能である．

1

L　O．5

　　　　　　　o

　　　　　　　　O　12　24　36　48
　　　　　　　　　　　　　　　　Time　（h）

Fig．　21　Relationship　between　Observed　and　Calculated　Values　of　Amount　of

　　　　　C5－FUdR　Released　from　EVA　Spherical　Matrix

　　　　　　　e，　observed　values；　”’一一一，　calculated　values　（eq．　la）J　一一一，　eq．　lb．

　　　　　Diameter　of　EVA　matrix　is　O．13cm．　lnitial　concentration　of　C5－FUdR　in

　　　　　EVA　matrix　was　6．080／o．　Diffusivity　of　C5－FUdR　in　EVA　membrane（9．35

　　　　　×　10’6cm／h）　was　used　for　the　calculation．

第4節　：L・乳酸δ・バレロラクトン共重合体マイクロスフィアからのガラス転移温度

　　　　以上の温度における薬物放出メカニズム

　PLA－MSからの薬物放出機構が，マトリックスの高分子中での拡散ではなく，薬物

が存在する割れ目や穴に浸入した放出液への溶解や拡散によるものであるのに対し，

ゴム状態であるEVA・MSからの薬物放出機構は，マトリックス高分子中での拡散であ

ることを示し，P：LA－MSの薬物放出性における欠点を克服できる可能性が示唆された．

しかし，実際ゴム状態の高分子でMSを調製した場合，保存時のMSどうしの凝集，

付着，変形，保口中の薬物放出等，やわらかい故に生じる別の問題がある．非晶性高
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分子においては，ガラス転移温度（Tg）を境に，物性も急激に変化し，　Tg以下の温度

では，高分子鎖の運動が低くかたいガラス状態を呈し，温度がTg以上になると，高

分子鎖の運動の活発なゴム状態となる．P：LAと類似の生体適合性の高い生体内分解性

高分子であるL一乳酸δ・バレロラクトン共重合体（P：LV）にはTgが体温以下でそれを境

にガラスとゴムで相変化するものがある．51）もし，そのようなP：L▽を用いてMSを

調製すれば，Tg以下の温度で保存した場合，かたく保存性がよく，体温においてゴム

状態に変化して理想的な放出性を示すことが期待できる．

HO
グ、C。。CH、CH3 PE

H。グ、C。。CH、CH、CH3 PP

HO
グ、
　　　　　　COOCH2CH2CH2CH3 PB

Fig．22　Structure　of　PE，　PP，　and　PB

　本節では，モデル薬物としてρヒドロキシ安息香酸エチル（PE），プロピル（PP），ブ

チル（PB）を（Fig．22），生体内分解性高分子としてPL▽（L一乳酸：δ一バレロラクトン

＝90：10mo1％，　MW：11，400，　Tg＝25℃）を用いたP：L▽マイクロスフィア（PL▽一MS）を

水中乾燥法により調製し，Tg以上の温度すなわちゴム状態でのPLV・MSからの薬物

放出メカニズムについて検討し，さらに放出性に及ぼす放出液の性質の影響について

検討した．

　Table　11に，薬物の見かけの分配係数の10g　P，調製時に高分子100mgに添加した

薬物量，調製後の薬物含有率，及び平均粒子径を示した．調製したP：LV－MSの粒子径

は，50μm程度であり，薬物の違いや薬物含有率の違いによる影響は示されなかった．
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Table11　Apparent　Partitioll　CoefficientsofDrugs，　AmouRt　ofDrugUsed

　　　　　for　Preparation　of　PLV－MS，　Drug　ConteRts　iR　PLV－MS，　and

　　　　　iMedian　Diameter　of　PLV－MS

Drug　logP　a）　Amount　of　drug

　　　　　　　for　preparation
　　　　　　　　　（mg）

Drug　contentb）

in　PLV－MS

　　　（e6）

Median　diameterb）

（μ皿）

E
E
E
P
P
P
B
B
B

P
P
P
P
P
P
P
P
P

1．　33

1．　86

2．　45

7
4
0
7
4
0
7
4
0

　
1
1
0
乙
　
　
－
q
乙
　
　
1
1
q
乙

O．　57　±　O．　O1

1．　15　±　O．　06

1．　71　±　O．　06

1．　30　±　O．　06

2．　59　±　O．　l1

3．　71　±　O．　17

1．　65　±　O．　21

4．　02　±　O．　44

7．　29　±　O．　46

53．　16　±　2．　00

52．　40　±　1．　52

55．　89　±　2．　98

54．　14　±　2．　16

49．　14　±　1．　80

48．　57　±　1．　12

55．　34　±　1．　83

49．　46　±　2．　29

50．　46　±　1．　50

a）　Dichloromethane／water　system　at　40C．　b）　Mean±S．E．　（n＝3）．

　P：LV・MSからの薬物放出メカニズムを明らかにする目的で，各PDV－MSについて

Tg以上の温度である42℃と，比較のためTg以下の温度である17℃下で6時間放出

実験を行った．それら放出速度を比較するため，放出実験の結果をLinear且iguchi

plotし（Fig．23），見かけの放出速度定数（kH）を求め，　kHの対数をそれぞれの薬物含有

率に対しプロットした（：Fig．24）．42℃の場合，　PB含有P：L▽・MSで含有率の上昇に対

するkHの減少が見られ，一方PE，　PPでは，含有率に対する明確な依存性は示されな

かった．これは，マトリックスがゴム状態のEVA－MSと類似した傾向であり，P：L▽・MS

においても薬物放出はマトリックス実質中の拡散により生じており，PEとPPはマト

リックス中に溶解，PBはマトリックス中に懸濁していると考えられる．各薬物の融

点へのPLVの影響を調べたDSCでの検討では，融点降下がそれぞれPEで20．3℃，

PPで11．6℃であったのに対しPBで2．6℃であり，このこともPBのみPLVへの溶

解性が低いという考えを支持している．一方，17℃の場合，全ての薬物で薬物含有率

の上昇にともなうkHの上昇が見られ，薬物の拡散がマトリックス実質中で生じない

PLA・MSの場合と類似していた．
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Fig．　23 Linear　Higuchi　Plots　for　Drug　Release　from　PLV’MS

　　　A：　Release　of　PE　at　42℃，　PE　content，　O，　O．570／o；　e，　1．150／o；　A，　1．710／o．

B：Release　of　PE　at　17℃，　PE　content，○，0．57％；●，1ユ5％；△，1，71％．　C：

Release　of　PP　at　420C，　PP　content，　O，　1．300／o；　e，　2．590／o；　A，　3．710／o．　D：

Release　of　PP　at　170C，　PP　content，　O，　1．300／e；　e，　2．59e／o；　A，　3．710／o．　E：

Release　of　PB　at　420C，　PB　content，　O，　1．650／o；　e，　4．e20／o；　A，　7．290／o．　F：

Release　of　PB　at　17℃，　PB　content，　O，　1．650／o；　e，　4．020／o；　A，　7．290／o．

Each　value　represents　the　mean±　S．E．　（n＝3）．
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Fig．　24 Effect　of　Drug　Content　in　PLV’MS　on　kH　at　420C　or　17℃

　　　　　A：at　420C．　B：at　170C．　M，　PE；A，　PP；e，　PB．　Each　value

represents　the　mean　±　S．E．　（n＝3）．

8

創
9
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ウ
も

×
十
［
。
＼
創
（
十
F
Y
こ
（
N
＼
・
，
）
0

e le　20　30
　　　Tirne　（min）

40

Fig．　25 Relationship　between　Calculated　Values　ef　（3／2）［1“（1－F）2i3］一F　and　Time

for　the　PB　Release　from　PLV“MS　at　42℃

　　　　　PB　content：　O，　1．70／o；　e，　3．70／o；　A，　6．10／o．
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Fig．26　Re｝ationship　between　k　and　l／Co

　　　　　　　PB　content：　O，　1．70／o；　e，　3．70／o；　A，　6．10／o．

　　　　　　一6

　　　　．A．ca　一7

　　　　　S．　一8

　　　　　魯一9

　　　　　一　一一10

　　　　　　　0　　　　1　　　　2　　　　3　　　　4

　　　　　　　　　　　Drug　content　（％）

Fig．27　Effect　of　Drug　Content　in　PLV’MS　on　the　Diffusion　Coefficient（D）of

　　　　the　Drugs　at　42℃

　　　　　　　一，PE；A，　PP．　Each　value　represents　the　mean±S．E．（n＝3）．

　次に，Tg以上の温度でのP：LV・MSからの薬物放出メカニズムについて，本章第1．

節に示した理論に基づき検討した．Fig．24Aから，42℃の場合，　PB含有PLv－Msの

場合のみ含有率に対するkHの減少傾向が見られたため，　PB含有PL▽一MSでは式（2）

すなわち薬物が懸濁して存在しているマトリックス中の薬物分子の拡散による放出で

記述される機構であると仮定した．もしそれが正しければ，式（2）右辺の（3DCms／r2Co）
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は定数であるため，左辺を計算し，時間に対してプロットすれば，直線になることが

期待できる．そこで，PB含有PL▽・MSからの各時間ごとの放出率から式（2）の左辺を

計算して時間に対してプロットした（Fig．25）．その結果，各含有率のP：L▽MSにおい

て，直線性が示された．さらにその傾き3DCms／r2Coを式（4）で定義したkとおき，

含有率の逆数に対してプロットした（：Fig．26）．その結果，式（2）により示唆される直線

性が示された．これらのことから，PBがPL▽・MS中に懸濁しており，そのマトリッ

クスを形成している高分子中での薬物拡散が律速である放出メカニズムが妥当と考え

られる．一方，PEおよびPP含有PLV－MSでは，　Fig．24Aにおいて，含有率に対し，

薬物放出速度の明瞭な依存性が観察されなかったため，PEとPPはPL▽一MS中に完

全に溶解していると推察される．そこで，PL▽一MSに薬物が完全に溶解しており，そ

のマトリックスを形成している高分子中での拡散が放出の律速段階である式（1）の適

用が妥当であると考え，式（1a）の微分式（1a）’を用い拡散係数Dを求めた．

dF／dt＝3　（D／r2　7u　t）　’／2－3D／r2 （1　a）’

　放出実験で得られた放出速度（dF／dt）を1／tl／2に対しプロットしてその傾きを求めた．

その傾きの値は3（D／r2π）1／2に等しいため，rにPL▽・MSの（メジアン径／2）を代入して，

拡散係数Dを得た．求めたDと薬物含有率の関係をFig．27に示す．　PEとPPのD

の値はほぼ等しく，含有率が変化してもほぼ同じ値を示した．

　これら一連の結果から，ゴム状態のP：LV－MSでは薬物はマトリックス中での拡散に

より制御されており，薬物の親油性の違いにより，P：L▽中での溶解状態が異なり，そ

れにより放出の含有量依存性も異なっていると考えられる．

　PLA－MSの場合とは異なり，　PLV・MSでは，　Tg以上の温度における薬物放出の律

速がマトリックスを形成する高分子中での拡散であると考えられたので，放出液の性

質による影響は少ないものと予想される．そこで，放出液のpH：やエステラーゼ添加

の影響をPB含有PLv・Msについて検討した（Fig．28）．その結果，　PLA－MSの場合と

は異なり，薬物溶解度を増加させる高いpH条件下やPBを分解することで薬物の見

かけの溶解度を高めるエステラーゼを添加しても，P：LV・MSからのPBの放出速度に

対する影響はほとんど見られなかった．PL▽一MSのこの性質は，　MSからの薬物放出

の血が訪。ゼηガ田相関を検討していく上で有利であると思われる．
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Fig．28　Effect　of　Esterase　and　pH　Condition　on　the　Drug　Release　from　PLV’MS

　　　　　Containing　PB　at　37　℃

　　　　　　　O，　distilled　water；　〈〉，　O．Ol　M　phosphate　buffer　（pH　7．4）；　A，buffer

　　　　　containing　2．3　units／ml　esterase；　O，　0．02　M　disodium　hydregenphosphate

　　　　　solution　（pH　8．5）．

　　　　　　　Each　value　represents　the　mean±S．E．（n＝3）．　ln　the　case　of　buffer

　　　　　containing　esterase，　the　percentages　of　release　were　calculated　from　total

　　　　　amount　of　the　drug　released　（PB　plus　p”hydroxybenzoic　acid）．

第5節　L・乳酸δ・バレロラクトン共重合体マイクロスフィアからの薬物放出の温度

　　　　依存性

　前節において，Tgが25℃のPLVを素材としたPL▽一MSは，　Tg以上の温度でゴム

状態となることにより，その薬物放出が生体内環境にあまり影響されず，血卿。にお

いても安定した放出速度を得られることが示唆された．また，Tg以下の保存温度では，

ガラス状態を呈することから，ゴム状態のMSよりも製剤の安定性に優れているもの

と予測できる．これらの結果から，さらに，Tgを挟んだ温度域におけるPL▽一MSか

らの薬物放出速度の温度依存性について興味が持たれる．

　本節では，抗癌剤FUdRプロドラッグであるC4－FUdRを薬物に用いPLV－MSを

調製した（Table　12）．その調製に際し，前節までの水中乾燥法の過程に，超音波処理，

撹搾速度の高速化，及び有機湘の増量を組み合わせることによりメジアン径で2．83μ

mまで小さなP：LV・MSを得た．前節までで調製したMSの50μm以上の粒子径では，

その用途が皮下や筋肉内投与による埋め込み剤や動注による塞栓療法に限られるのに

対し，小さな粒子径にすることで静脈内や他の脈管内投与から臓器や癌を標的とする

40



ことも可能である．2）

Table　12 Amount　of　Drug　and　PLV　Used　for　Preparation　of　PLV－MS，　Drug　Content

in　PLV－MS，　aRd　MediaR　Diameter　of　PLV－MS

Drug　Amount　of　drug

　　　　for　preparatioR
　　　　　（mg）

Amount　of　PLV

for　preparatioB
　　（mg）

Drug　coRtent

iR　PLV－MS

　　（％）

Median　diameter

　　（，LC　M）

C4－FUdR　10 100 2．　04 2．　83

（
N
＼
』
＼
＊
）
エ
趨
。

2

1．5

1

e．s

o

一〇．5

凹　■　　　　　覆
　　　　　　　　　Tg　　　　凹
　　　　　　闘翼

　　　　　　　璽

　　　　　　　匿

　　　　　　　圖■

　　　　　　　図

　　　　　　　肇　　画

　　　　　　　　　3．1　3．2　3．3　3．4　3．5
　　　　　　　　　　　　　　1／T　×　lo3

Fig．29　Effect　of　Temperature　on　Drug　Release　Rate　from　PLV’MS　Containing

　　　　　C4－FUdR

　　　　　　　Each　value　represents　the　mean±S．E．　（n＝3）．　lnterrupted　line

　　　　shows　Tg　of　PLV．

　そのPLV・MSからのC4－FUdR放出実験を，各温度（42，37，32，27，22，17℃）

の放出液中で6時間行った．それぞれの温度での薬物放出速度を比較するため，放出

実験結果を：Linear　Higuchi　plotし，見かけの放出速度定数（kH）を求め，　kHの対数を

放出液の絶対温度の逆数に対しプロットした（Fig．29）．放出液温度の上昇とともにkH

値の上昇が見られたが，1）L▽のTg付近の温度，すなわち22℃から27QCで特に急激
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なkHの上昇が観察された．この急激な薬物放出速度の上昇は，　PL▽・MSのガラス状

態からゴム状態への相転移によるものと考えられる．この現象から，生体内温度より

低く，保存温度より高いTgを有するPLVをMSの素材に用いることにより，　Tg以

下の温度ではガラス状態で，調製温度，保存温度あるいは投与直前温度で薬物放出を

抑え，生体内に投与後，相転移により放出を開始するMSの調製が可能であることを

示唆している．また，Tgが体温以上の高分子を用いて，温熱を加えた部位のみで放出

を開始させることが可能な，温熱療法用のMSの調製も可能かもしれない．57）

第6節　小括並びに考察

　本章では結晶性の異なる各種高分子を用い調製したMSからの薬物放出機構を，

Higuchi，及びBakerと：Lonsdaleによりまとめられている放出理論式を用いて検討

した．PLA－MSからの薬物放出機構は，薬物が存在するマトリックスに形成された割

れ目や穴に，外液が浸入して，その外液に薬物が溶解し，その外液中を拡散して外へ

放出されるものと考えられた．その放出速度は，薬物の外液への溶解度にも依存する

が，主に薬物含有率に大きく影響を受けることが明らかとなり，含有率を調節するこ

とで放出速度を変更できることが示唆された．しかし，酵素等の生体内成分の影響を

受けることから，血け田での放出速度を定量的に予測することは困難である．一方，

EVA．一MSやPDV・MSのゴム状態マトリックスでは，薬物の溶解状態はプロドラッグ

の物理化学的性質と含有率により決定されるが，いずれの場合でも，放出速度はマト

リックスを形成する高分子実質中の薬物拡散により制御されているものと考えられた．

それゆえ，P：LA－MSとは異なり，　PLV・MSからの薬物放出は，外液の組成に影響を受

けないことが示された．これらから，結晶性高分子を用いるより，ゴム状高分子を用

いることで，加が四において生体の状態の違いによる影響が少ない安定した放出速度

が得られ，さらには，in　vitroから血卿。への薬物放出速度の予測が容易となること

が期待できる．ゴム状態の高分子では，保存時の製剤の安定性等に問題が生じる可能

性がある．PL▽はTgが体温以下で，：PL▽・MSからの薬物放出速度は，　Tg以下の温度

で低く，Tg以上の温度にすることで，急激に速まった．このことから，生体内温度よ

り低く，保存温度より高いTgを有する非晶性高分子をMSの素材に用いれば保存

時にはガラス状態で，放出が望まれる標的部位の温度においてゴム状態に転移して放

出を開始するMSの調製が可能であると思われる．

42



　このように，MSからの薬物の放出機構が用いた高分子と薬物の物性により，全く

異なっていることが示された．このことは，薬物と高分子の物理化学的性質とMSか

らの放出機構ならびに放出速度との関係をより広範囲に調査することの意義を示すと

ともに，厳密な放出制御を目指すためには，最適な薬物と高分子の選択の重要性を示

している．

43



第3章　プロドラッグ含有リピットマイクロスフィアの調製とリンパ系薬物デリバ

　　　　リーに関する検討58）

　前章までにおいて，MSの調製に高分子を用い，薬物のプロドラッグ化と高分子材

料の選択により，MSへの薬物取り込み効率の改善と薬物の厳密な放出制御が可能で

あることを示した．本章では，プロドラッグをMSに含有させることで，薬物を含有

したまま目的の場所に効率よく集積する，いわゆるターゲティングの機能を付与した

MSについて検討を行った．薬物ターゲティングを考えた場合，経口投与により目的

部位へ効率よく薬物を送達させることが理想である．癌化学療法においては，癌のリ

ンパ節へのあるいはリンパ系を介した他の組織への転移の予防を目的として，抗癌剤

のリンパ系へのターゲティングが有効と考えられている．2・　59）しかし，抗癌剤の多

くは親水性の低分子化合物であり，リンパ系への薬物移行は少ない．そこで，経口投

与した後，消化管からリンパ系へ効率的に薬物を送達させるための薬物キャリアーと

して，リンパ系を介して吸収されるレシチンや植物油を主成分とする平均粒子径が数

十～数百nmのりピッドマイクロスフィア（：LM）が有望であると考えた．：LMは静脈内

に注射すると，炎症部位や障害血管周辺に集積することは知られているが，経口投与

からの薬物キャリアーとしての性質はあまり知られていない．薬物の親油性プロドラ

ッグ化は，それ単独でもリンパ系へのターゲティングに有効であると考えられるが，

LMと組み合わせて用いることで，より効率的なターゲティングが可能になると期待

できる．

　本章では，抗癌剤5’一deoxy－5・且uorouridille（5’一DFUR）の糖部水酸基をエステル化し

たプロドラッグを合成し，その物理化学的性質と酵素反応性を検討した後，プロドラ

ッグ含有：LMを調製した．5’一DFURは，それ自身が5・fluorouraci1（5－FU）のプロドラ

ッグであり，そのままでは効果を示さないが，腫瘍部位で活性の高いピリミジンヌク

レオシドホスホリラーゼにより5－FUに変換されるターゲティング効果を有するため，

従来のフッ化ピリミジン系抗癌剤より安全性が高く，臨床の場でも経口的に広く使用

されている．調製したLMは，5’・DFUR水溶液や5’一D：FUR添加：LMをコントロール

として，ラットに経口投与したときの薬物吸収とリンパ移行性について比較検討した．

さらに，プロドラッグと：LM各成分の併用効果について検討し，リンパ移行性に影響

する要因について考察した．
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第1節　プロドラッグ含有リピッドマイクロスフィアの調製

　LMに含有させる薬物として5’一D：FURの2’位，3’位OH：基をn’デカン酸でアシル

化した2’，3’一didecanoyl－5’・DFUR（CIO・5’・D：FUR）を合成した（Fig．30）．薬物の物理化

学的性質をTable　13に示す．5’一DFURのlogP値がオクタノール，ダイズ油とも0よ

り低いのに対し，C10・5’一DFURのそれは6以上と高かった．薬物の：LMの内相であ

るダイズ油への溶解性を評価した結果，親水性の5’・DFURでは1mg／gより低いのに

対し，C10－5’一D：FURでは350mg／9以上であった．

　　　　　　　　　　　　　　　　o

　　　　　　　　　　　　か

　　　　　　　　　　　矧

　　　　　CH3（CH2）7CH20CO　OCOCH2（CH2）7CH3

Fig．30　Structure　of　C　lO’5’”DFUR

Table　13　Physicochemical　Properties　of　5LDFUR　and　CIO－5’一一一DFUR

Compound　m．　p．　Partition　Logk’C）

　　　　　　　　　coefficient
　　　　　　（OC）　logPa）　l　ogPb）

Solubility　Solubility
in　water　in　soybean　oil
　（xL　g／ml）　（mg／g）

5）一一DFUR　191　一3．14　一〇．36　O．597

CIO一一5）・一DFUR　61　6〈　6〈　5．766

10，　OOO〈

　O．　02＞d）
　
〈
＞
0

1
に
U

　
3a）Soybean　oil／O．1Mphosphatebuffer（pH　6．8）．　b）n－Octanol／O．1Mphosphat｛？．

buffer　（pH　6．8）．　c）　LipephiIic　index：　The　mobile　phase　was　water　：

acetonitrile　system　and　formateide　was　used　as　non－retention　substance．　d）

Not　detected．

　CIO－5’一D：FURからの5’一DFURの生成について，ジエステル体からモノエステル体

への反応速度定数をki，モノエステル体から5’・DFURへの反応速度定数をk2とし，

60）それらの値を比較した（Table　14）．　C　le－5’一DFURのk1の値はk2と比較して小さ

く，ジエステル体からモノエステル体への反応が律速段階であることが示された．
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　C10・5’一DFURは親油性なので，：LM製剤で投与した場合，安定に油相に保持され，

放出した一部の薬物はエステラーゼ存在時には5’一DFURに変化し，さらに，ピリミ

ジンヌクレオシドホスホリラーゼ活性の高い部位において5・FUを生じると予想され

る．

Table　14　Enzymatic　Hydrolysis　Rates　of　CIO－5’一一一DFUR

CompoBnd
（n＝3，　mean±S．E．，　minhi）

ClO一一一5’一DFUR　O．017±O．002 O．　262　±　O．　005

　高圧ホモジナイザーで調製したC10－5’一DFUR含有LM（C　IO・5’・DFUR・：LM）の製剤

中のC10－5’・D：FUR濃度とLMのメジアン径，さらに，実験期間中のC10－5’・DFUR・LM

の安定性の保証を目的として，5℃で一週間保存した後のそれぞれの値をTable　15に

示す．別に調製した薬物フリーLMのメジアン径は225nmで，　C　10－5’一DFURを含有

させたことによるLM粒子径への影響は少ないと思われる．また，一週間保存の後，

薬物含有濃度及び粒子径に変化は認められず，：LM製剤は実験期間中安定であること

を確認できた．CIO－5’一DFURの分：解物である製剤中5’一D：FUR濃度をLM製剤調製直

後及び一週間保存後にHP：LCにより測定した結果，ともに検出限界（0．02μg／ml）以下

であり，クロマトグラム上に分解物のピークは認められなかった．

Table　15　Drug　Concentration　and　Median　Diameter　of

　　　　　　ClO－5）一DFUR－LM

Time　Drug　concentration　Median　diameter　of　LM
　　　　　in　o／w　emulsion

（d）　（R＝3，　mean±S．E．，　mg／ml）　（n＝3，　meaR±S．E．，　nm）

A
U
ワ
ー

27．6±O．1

27．6±O．1

193±12

208±5

第2節　ラットを用いた経口投与による薬物吸収性の評価

　C10・5’一D：FUR一：LM，及び比較を目的として，5’・D：FUR水溶液（5’・DFUR・W），

5’一DFURを薬物フリー：LM製剤に添加して調製した：LM製剤（5’・DFUR＋：LM），
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C10・5’・DFURの水性懸濁液（C　lO－5’一DFUR－W），　C　10・5’・D：FURのダイズ油溶液

（C10・5’一D：FUR－S），1．2％レシチンを添加したCIO－5’・D：FUR水性懸濁液
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O．1

　　　　　0、Ol

　　　　　　　　O481216202404812肇62024
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time（h）

Plasma：Levels　of　C10・5’一DFUR，5’・DFUR，　a，nd　5－FU　after　Oral

Administration　of　Various　Formulations　to　Rats　at　a　Dose　of　O．406

mmo1∠kg　5’一DFUR　or　C　10－5’一D：FUR

　　　　A：5’一DFUR・W　（n＝4，5．O　ml／kg　aqueous　solution）．　　B：
5’一DFUR＋：LM（n＝3，8．6　ml／kg　o／w　em．ulsion）。　C：C10・5’一DFUR－W（n＝4，

5．O　m1／：kg　aqueous　suspension）．　D：C10－5’・DFUR－S（n＝3，0．98　ml／kg　oil

solution＞．　E：C10－5’一D：FUR・：L（n＝3，6．76　mYkg　aqueous　suspension）．

F：C10・5’一DFUR一：LM（n＝3，8．6　ml／kg　o／w　emulsion）．　○，5’一DFUR

concentration；●5一：FU　con．centration；□　C　10－5’一DFUR　concentration．
　　　　　　　ヘ　　　　　　　　　　　シ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

The　volume∠kg　of　C10－5’一DFUR－S　and　C10－5’一D：FUR一：L　were　coincided

with　the　volume／kg　of　each　component　in：LM．　Each　value　represents

the　m．ean±S。E．．
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Table　16　AUC　of　Prodrug　and　Its　Metabolizes　following　Oral

　　　　　　Administration　of　Various　Formulations　to　Rats　at　a　Dose

　　　　　　of　O．406　mmol／kg　5’一DFUR　o　r　C　I　O－5’一DFUR

AUCCiO　AUC5・一一DFUiR　AuC5－FU
　　　（mean／ml±S．E．，　nmolh／m1）

5’一DFUR－W　一
5’一DFUR十LM　一一一一一一

CIO－5’一DFUR－SV　一a）

CIO－5’一ny・DFUR－s　一a＞

CIO－5’一DFUR一一L　一一一a）

CIO－5LDFUR－LM　e．3±O．1

15L6±15．0　3．1±O．4
202．2±17．2　10．2±1．6

49．5±10．8　一b）
99．8±22．0　5．4±5．4
84．9±33．7　　　　　1．4±ユ．4

96．2±16．9　2．0±1．1

　The　linear　trapezoidal　rule　was　used　to　determine　AUC　from　time　O　te

the　respective　last　detectable　time．　AUCCie　：　AUC　of　CIO－5’一DFUR

conceBtration．　A｛JC5”DFCiR　：AUC　of　5’一一DFUR．　AUC5－FU　：AUC　o　f　5－FU．　a）

Plasma　concentratienofClO－5’一DFURwas　notdetected．　b）　ltwas　detected

just　enly　at　1．5h　following　administration　of　CIO一一5’一一DFUR－W，　so　that　the

value　of　AUC　could　not　be　calculated．

（CIO－5’・D：FUR一：L）をそれぞれ0．406　mmol／kgラットに経口投与した．それぞれの製剤

投与後の血漿中薬物濃度時間推移を：Fig．31に示す．5’・DFuRを含有する5’一D：FuR・w

と5・一D：FUR＋：LMの投与後は，類似した5・・DFUR血漿中濃度推移を示し，比較的速い

消失が観察された．C10・5’・DFURの製剤の場合，いずれの製剤においても，血漿中に

は大部分5’一DFURとして出現し，5’一DFUR投与製剤と比較して，5’・DFURのCmax

は低く，5’一D：FUR濃度の24時間目までの持続が観察された．各薬物の血漿中薬物濃

度時間曲線下面積（AUC）をTable　16に示す．5’一DFUR製剤投与後のAUCは，水溶液

で投与するより：LMに添加して投与した方が高くなることが示された．　C　10・5’一DFUR

製剤投与後の5’・DFURのAUCは，5’一DFUR製剤に比べて，いずれのC10－5’一D：FUR

製剤の場合も低い値となった．C10・5’・DFUR投与製剤間で比較すると，　C　10－5’・D：FUR

を水性懸濁液として投与した場合，特に5’・D：FURのAUCの値が低いことが示された．

その原因は，C10－5’・DFURが水にほとんど溶けないため，吸収の律速段階が溶解過程

になったためと考えられた．この結果は，消化管内でのエステラーゼ活性が

CIO－5’一D：FURを速やかに5’一DFURに変換できるほど高くないことも意味しており，

より酵素分解を受け難いC10・5’一DFUR一：LM等での投与では，5’一D：FURの生成は，粘

膜通過過程やその後に生じていると思われる．
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第3節経口投与によるリンパ系への薬物デリバリーの評価

　リンパ系への薬物デリバリーを評価するため，胸管リンパにカニューレを施して絶

食させたラットに，各製剤を経口投与し，カニューレより24時間持続的にリンパ液

を採取した．リンパ液中C10・5’・DFUR，5’・DFUR，及び5・FU濃度は，　HP：LCによ

り測定した．ただし，モノエステル体濃度については，採取したリンパ液をエステラ

ーゼ処理し，C10－5’一D：FURとそのモノエステル体を全て5’・DFURに変換後5’・DFUR

濃度を測定し，その薬物濃度と個別に測定したC10－5’一DFURと5’・DFUR濃度の和と

の差をモノエステル体濃度と考えた．それぞれの製剤のリンパ液に回収される総薬物

量の時間推移をFig．32に示す．また，　Table　17に24時間にリンパ雨中に回収された

C10－5’一DFUR，　C　IO－5’一DFURモノエステル体，5’・DFUR，5－FUの各薬物量及びその

総量を示す．C10－5’一DFUR製剤投与時，血漿中にはほとんど5’一DFURとして検出さ

れたのに対して，リンパ血中には，未変化体であるC10・5’一DFURが出現し，

C10－5’一DFURが一部分解したモノエステル体もわずかに存在した．

　5’・DFUR－Wと5’・D：FUR＋LM投与後のリンパ液中音薬物移行量には，差は見られな

かった．一方，C10・5’・DFURをカイロミクロン原料であるダイズ油やレシチンと共に

投与することにより，リンパ系への薬物送達が高まることが示された．ダイズ油やレ

シチンを経口投与した場合，リパーゼにより胆汁酸塩との複合ミセルに変化して微絨

毛問に入り込み腸管上皮細胞に取込まれた後に，カイロミクロンを形成してリンパ管

に移行する．6　1・62）Stellaらのグループは，難吸収性薬物とカイロミクロンの原料

である植物油の併用投与でカイロミクロン形成を促進させることにより，難吸収性薬

物のリンパ系を介した生体内への吸収を改善できると報告している．63一65）彼らは，

これら報告の中で，分配係数｝og　P（n－octanol／water）が5より大きく，植物油に良く

溶ける薬物がカイロミクロンへの分配に有利であると結論している．本章の結果でも，

24時間までのリンパ液採取量は，水溶液投与よりカイロミクロン原料投与の方が多く

なる傾向がみられ，カイロミクロン形成の促進によりリンパ流量が増加したと考えら

れた（Table　18）．また，親水性の5’・D：FURでは，　LMに添加しての投与でもリンパ系

移行が低いのに対し，10gPが5より大きくダイズ油に良く溶けるC10・5’・DFURでは，

ダイズ油やレシチンとの併用時に高いリンパ移行が得られ，カイロミクロンの形成促

進に加えて薬物のカイロミクロンへの分配がリンパ移行性において重要であることが

示された．
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Administration　of　Various　Formulations　to　Rats　at　a　Dose　of　O．406

mmol／kg　5’一DFUR　or　C　IO－5”DFUR

　　　D，　5’一DFUR’W　（n＝4，　5　ml！kg　aqueous　solution）；　O，　5’一DFUR＋LM

（n＝3，　8．6　mYkg　o／w　emulsion）；　一，　C　IO－5’一DFUR－W　（n＝3，　5　m］／kg

aqueous　suspension）；　A，　C　IO“5’一DFUR－S　（n＝4，　O．98　ml／kg　oil　solution）；

e，　CIO‘5’一DFUR’L　（n＝3，　6．76　mllkg　aqueous　suspension）；　e，

CIO’5’一DFUR－LM　（n＝3，　8．6　ml！kg　o／w　emulsion）．　The　volume／kg　of

CIO’5’一DFUR’S　and　C　IO“5”DFUR“L　were　coincided　with　the　volume／kg

of　each　component　in　LM．　Each　value　represents　the　mean±S．E．．

Table　17　CumulativeLymphaticTransport　ofProdrug，　Its　Metabolizes，　and　Total

Drug　（O－24hr）　after　Oral　Administration　of　Various　Formulations　to

Rats　at　a　Dose　o　f　O．406　mmo　l／kg　5LDFUR　or　CIO－5LDFUR

Diesters Monoester　5’一DFUR　5－FU
　　　　　（meaR±S．E．，　nmo　l）

Total　drug

5’一DFUR－W

5’一DFUR十LM

Cle一一5’一DFUR－W

CIO－5LDFUR－S

ClO－5’一DFUR－L

　e．　2±　o．　2

127．　6　±　84．　4

55．　1±　38．　7

ClO－5’一DFUR－LM　237．6±76．7

O．　2±　O．　6

6．　2±　6．　5

9．　8±　7．　2

53．　7±　5．　e

209．8±58．6　9．3±1．8

152．2±21．2　ll．8±1．9

　18．4±3．7　O．5±O．3

197．4±78．4　3．5±1．4

228．0±73．4　10．9±4．3

317．0±28．5　6．7±3．2

219．　1　±　60．　3

164．　0　±　22．　9

　18．　9±　3．　6

334．9±163．2

303．8±123．0

615．0±125．8

50



Table　18　Total　Lymph　Output　（O－24hr）　after

　　　　　　Oral　Administration　of　Various

　　　　　　Formulations　to　Rats　at　a　Dose　of

　　　　　　O．406　mmo　l／kg　5’一DFUR　o　r

　　　　　　CIO－5LDFUR

Total　lymph　output
（meait±S．E．，　ml）

5’一DFUR－W

5’一DFUR十LM

ClO－5’一一DFUR－W

ClO一一一・5’一DFUR－S

CIO一一5LDFUR－L

ClO一一5’一DFUR－LM

13．　6±　2．　4

14．2±1．0

13．　8±　1．　0

14．8±1．1

ユ4．8±2．2

14．　9±　O．　7

　C10－5’一D：FUR－LM投与後のリンパ液中正薬物移行量は，他の製剤のそれと比較して

極端に高くなり，薬物のリンパ系送達には，プロドラッグをLMに含有させることが

有用であることが示された．C10－5’一DFUR－LM投与では，リンパ液中C10・5’・DFUR

回収量が特に高いことが特徴的である．これは，LMに含有させ投与することで消化

管管腔での薬物放出やCIO・5’一DFURの加水分解を受け難く，効率的にリンパに移行

したためと考えられる．今後，更なる検討は必要であるが，もし，LMがこのような

代謝から薬物を保護する作用を有するなら，腸管組織中での5・FUへの代謝を防ぐこ

とにより，消化管への副作用が軽減できるかもしれない．

第4節　小括並びに考察

　抗癌剤のプロドラッグを液状のリピッドマイクロスフィアに含有させることにより，

経口投与による薬物のリンパ系デリバリーを試みた．5’・DFURの糖部水酸基をn’デ

カン酸でアシル化した5’一D：FURプロドラッグは高い親油性を示した．そのプロドラ

ッグを含有させ調製したマイクロスフィアは，200nm程度の粒子径を示した．

　5’一D：FURを水溶液として，あるいは：LM製剤に添加して投与した場合，血漿中

5’・D：FUR濃度は速やかに消失したが，　C　10・5’・DFUR製剤の投与の場合，血漿中の

C10－5’一D：FURはほとんど検出されなかったものの，全ての製剤で24時間までの血漿
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中5’・DFUR濃度の持続が観察された．リンパ系にはC10・5’・DFURが検出されている

ことから，少なくとも一部はC10－5’・DFURとして吸収されていると考えられるので，

この血漿中5’一D：FUR濃度の持続は，親油性プロドラッグであるCIO・5’一DFURが吸収

された後，リンパ系や細胞膜等の脂溶性部分に分布し，それから徐々に5’・DFURを

生じたことによると思われる．5’一DFURを含めた5－FU系の代謝拮抗薬は，時間依存

的な作用機序を有することから，この血漿中濃度の持続は薬効の面で有利に働くかも

しれない．

　リンパ系への薬物送達を評価した結果，C10・5’・DFURをカイロミクロン原料であ

るダイズ油やレシチンと共に投与することにより，リンパ系への薬物送達が高まるこ

とが示されたが，C10－5’一DFURをLMに含有させて投与した場合，リンパ系への薬

物デリバリーが最もすぐれており，薬物のリンパ系送達には，プロドラッグをLMに

含有させて投与する方法が有用であることが示された．CIO－5’・DFUR・：LM投与では，

リンパ忌中C10－5’一DFUR回収量が特に高いことが特徴的であり，レシチンやダイズ

油が消化されて吸収されるのに対し，：LMは平均粒子径200nm程度の安定なエマル

ション微粒子であり（Table　15），一部はバイエル板や細胞間隙を通り，直接吸収され

ることも考えられ，66－68）その効果により，効率的にリンパに移行したと考えられ

る．

　本章において，5’・DFURの親油性プロドラッグを合成し，：LMに含有させてラット

に経口投与した．プロドラッグ含有：LMの投与により，血漿中濃度の長時間の持続と

薬物の高いリンパ系送達を得ることに成功した．さらなる検討は必要であるが

5’一D：FURのリンパ系送達を高めたこの投与法は，癌の転移予防やリンパ系が関わる癌

の治療に，有効性を発揮するものと期待される．
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結論

　現在，薬物のターゲティングを目的とした微粒子キャリアーを用いた技術に関して

多くの検討がなされており，種々薬物で，薬効の増強や，副作用の軽減が報告されて

いる．すでにパルミチン酸デキサメタゾンやプロスタグランジンE1を含有させたリピ

ッドマイクロスフィアは商品化され，アムホテリシンB含有リボソームについても臨

床試験段階にある．今後も，様々な薬物について，種々機能を有する素材を用いて調

製された微粒子キャリアーがDDS製剤として開発されていくに違いない．このよう

な状況の下，著者は，薬物と微粒子キャリアー素材の物性と両者を組み合わせて得ら

れる製剤の特性の関係を明確化することは，より優れた製剤を開発する上で必要不可

欠と考えた．

　本研究においては，薬物をプロドラッグ化することによる薬物の物理化学的性質の

積極的な変更と，種々物性を有するマイクロスフィア素材の適切な選択により，微粒

子キャリアーが持つべき3つの性質，すなわち効率的かつ安定に薬物を保持し，目的

とする部位に効率よく移行し，そしてそこで理想的な速度で薬物を放出する特性を有

するMSの調製が可能であることを示した．その結果を以下に要約した．

1．水溶性の抗癌剤を親油性のプロドラッグにすることにより，親油性の生体内分解

性高分子で調製したマイクロスフィアの中に抗癌剤が効率的に保持され，抗癌剤の生

体内での徐放化により，抗癌剤の効力を高めることが可能であることを示すとともに，

その製剤設計における問題点を明らかにすることを目的として検討を行った．FUdR

の糖部3’，5’位水酸基を種々直鎖飽和脂肪酸でアシル化したFUdRジエステルプロドラ

ッグは，広範囲な物理化学的性質を示した．水中乾燥法で調製したP：LA・MSや

P且BMSへのプロドラッグの取り込みは，プロドラッグのアシル基を長くし，親油性

にすることにより改善された．1bオ加。において，PLA－MSからのC4・FUdR，　C5一：FUdR，

C6－FUdRやPHB－MSからのC5－FUdRの放出は，適度に徐放化され，加卿。にお

いても高い抗腫瘍効果を示し，この投与方法が有効であることが示された．しかし，

in　vitroにおける生体内成分を含んだ条件での放出実験の結果，特に高い効果を示した

C6・FUdR含有PIA－MSからの薬物放出速度が生体内成分濃度依存的に速くなること

が明らかとなった．この問題は，血卿。において最適な放出速度になるよう製剤を設

計する上で障壁となると考えられるが，その原因の究明と改善策には放出メカニズム
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の理解が必要であると考えた．

2．血卿。において最適な放出速度を示す製剤を設計するための基礎検討として，

種々物性の異なる高分子マイクロスフィアからの種々物性の異なる薬物の放出メカニ

ズムを明らかにし，両者の物性と放出メカニズムの関係の解明を試みた．その結果，

結晶性高分子であるP：LAで調製したP：LA・MSからの薬物放出メカニズムは，薬物が

存在するマトリックスに形成された割れ目や穴に外液が浸入して）．その外液に薬物が

溶解し，その外液中を薬物が拡散して外へ放出されるものと考えられた．また，その

放出速度は主に薬物含有率に影響を受けることが明らかとなり，含有率を調節するこ

とで放出速度を変更できること，およびその処方設計の自由度においても親油性の薬

物が有利であることが示された．一方，EVAやPL▽で調製したゴム状態のマイクロ

スフィアからの薬物放出メカニズムは，両者ともマトリックスを形成する高分子実質

中の薬物拡散によるものであると考えられ，薬物のマトリックス中の溶解状態は薬物

および高分子の親油性と含有率により決定することが示された．PL▽一MSからの薬物

放出の律速段階は，P：LA・MSとは異なりマトリックス実質中の拡散であるので，外液

の組成に影響を受けないことが併せて示された．この結果から，血卿。においても計

画された放出速度が得られるように製剤を設計するためには，結晶性高分子よりゴム

状態を呈する高分子を用いる方が有利であると考える．ゴム状態では保存時の製剤の

安定性などに問題が生じる可能性があるので，保存時はガラス状態で，放出が望まれ

る標的部位の温度においてゴム状態を呈するPL▽のような高分子材料が放出制御の

面では理想的であると思われる．

3．マイクロスフィアによる標的指向化の一例として，抗癌剤のプロドラッグを液状の

LMに含有させることによる経口投与後の薬物のリンパ系デリバリーを試みた．

5’一DFURの糖部2’，3’位水酸基をπデカン酸でアシル化したC10－5’・DFURは高い親油

性を示した．そのプロドラッグを含有させて調製した：LMは，200nm程度の粒子径を

示した．プロドラッグ含有：LM，プロドラッグ懸濁液，5’・DFUR水溶液，5’一D：FUR添

加：LMをそれぞれラットに経口投与し，投与後の血漿中薬物濃度と薬物のリンパ移行

量を測定した．その結果，5’一D：FUR投与後の血漿中5’一DFURは速やかに消失したが，

プロドラッグの投与で，血漿中5’・DFUR濃度の持続が観察された．プロドラッグ含有

：LM投与後の薬物リンパ系移行性は特に高く，この投与方法がリンパ系へのターゲテ

ィングに関して有用であることが示された．この効果は，：LMがカイロミクロンの原
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料から形成されていること，および：LM微粒子の一部がプロドラッグを封入したまま

消化管膜を通過して直接リンパ管に移行すること，そして脂溶性のプロドラッグがそ

れと運命を共にすることが関係すると考えられた．

　上述した本研究における研究結果は，微粒子キャリアーを開発する上で素材と薬物

の物性の関係が重要で，それら物性やそれにより得られる特性を把握して利用するこ

とが優れた微粒子キャリアーの開発において必要であることを示している。今後益々

活発に開発される微粒子キャリアーの設計に本研究結果がいささかの知見を与えられ

ればと考える．
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実験の部

第1章　実験の部

（1）材料

　：FUdRは，ヤマサ醤油㈱より提供された．アルカリ処理ゼラチンは，新田ゼラチン

㈱より，ポリ：L・乳酸（：P：LA，　P：LA－6：K，　MW：6，000）は三井東圧化学㈱よりそれぞれ提

供された．ブタ肝エステラーゼ懸濁液（3．2M（NH4）2SO4溶液，2，600　units／ml）は，シ

グマ社より購入した．懸濁液は，0．1Mリン酸塩緩衝液（pH：7．4）で希釈し，200units／mI

とした．その液をメンブランフィルター（0．45μm）で濾過し，濾液は5℃以下で冷蔵

保存した．この液は，調製後，50時間までのものを用いた．牛血清アルブミンは，和

光純薬㈱より購入した．その他の試薬は，市販特級品を購入し，そのまま用いた．

（2）3’，5’・Diacyl－FUdR（Cn・：FUdR：diaetyl（n＝2）～didodecanoy1（n＝12））の合成法

　C2一：FUdR～C12－FUdR（Table　1）は，　Nishizawa等の方法47＞に従い以下のように

合成した．各29のFUdRを少量の4一メチルアミノピリジンとともにピリジン（20m1）

に溶解させた溶液に，それぞれの酸無水物（メタン酸～n一ドデカン酸）を2．5倍当量加え，

室温で終夜反応させた．反応液は，減圧下でピリジンを収去し，残査にジクロロメタ

ン（10m1）を加えて溶解させた．その溶液を0．1N塩酸および炭酸水素ナトリウム水溶

液で洗浄後，減圧下ジクロロメタンを留朝した．得られた組成物は，ジクロロメタン

を移動式にシリカゲルカラムにより分離精製した．

（3）薬物の融点測定法

薬物の融点は，融点測定器（MPS－3，柳本）により測定した．

（4）薬物の分配係数の測定法

　FUdRおよびCn－FUdRの見かけの分配係数は，　n・オクタノール／0．1Mリン酸塩緩

衝液（pH7．0）系で測定した．　C2・FUdRからC6－FUdRの場合，少量のn一オクタノール

（0．5～1．Oml）に薬物（10～50mg）を溶解し，緩衝液（45m1）を加え，室温で薬物を分配さ

せ，水層中の薬物濃度は，分光光度計を用い268nmの吸光度で測定した．　C8－FUdR
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の場合は，上記方法により薬物を分配させた後，水層中の薬物濃度を濃縮するために，

以下の操作を行った．水層から40mlの緩衝液を分取し，クロロホルム（2　ml）で抽出し

た．そのクロロホルムをN2ガスで留去後，残査をメタノール（1ml）に溶解させ，薬物

濃度をHP：LCで測定した．

　：FUdRの場合，緩衝液（1m1）にFUdR（20mg）を溶解し，πオクタノール（10m1）を加

え分配させた後，有機層から5mlを分取し，分取液より精製水（2m1）で6回薬物を抽

出した．その抽出液態薬物濃度をHPLCで測定した．

　分配係数は，有機i畑中の薬物濃度を水層中薬物濃度で割ることにより計算した．

（5）薬物の溶解度測定法

　C2・FUdR～C6・FUdRをそれぞれ精製品に懸濁させ，水平振とう器（37℃）中で振と

うした．薬物濃度が平衡に達した後，遠心分離し，その上澄をメンブランフィルター

（0．45μm）で濾過した．この溶液中薬物濃度をH：P：LCにより測定した．親油性の高い

C8－FUdR，　C　10－FUdRについては，多量の薬物飽和溶液により薬物吸着を飽和させ

た実験器具を用いた．飽和溶液中薬物濃度を濃縮するために，クロロホルムにより抽

出し，N2ガスでクロロホルムを留立後，残査をメタノールに溶解させ，薬物濃度を

且PLCにより測定した．

（6）P：LA・MS及びP且B・MSの調製法

　PIA・MS及びPHB－MSは，　Wakiyama等の方法6）に従い以下に記した水中乾燥法

により調製した，PLA．あるいはPHB（100mg）とCn一：FUdR（PILA・MSの場合20mg，

PHB－MSの場合30mg）をジクロロメタン（2ml）に溶解した．また，ジクロロメタンに

溶解しないFUdRはジクロロメタン中でソニケーターにより分散させた．これらジク

ロロメタン溶液あるいは懸濁液を，プロペラ式油搾器（MDCスターラ，東京理科機械

㈱）により500rpmで撹拝させた100mlビーカー中の1％ゼラチン溶液（90m1）に注入し，

35分後，G4ガラスフィルターで濾出した．精製水で洗浄後，18時間減圧乾燥し

P：LA・MSあるいはPHB－MSを得た．

（7）MS中薬物含有率の測定法

MS中Cn・FUdRの含有率（drug∠MS，（w／w）％）は，　MSをクロロホルムに溶解させ，
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その溶液中の薬物濃度を分光光度計を用い268nmの吸光度で測定し算出した．クロ

ロホルムに溶けないFUdRについては，クロロホルムにMSを溶解後，精製水でFUdR

を抽出し，その水溶液中の薬物濃度を分光光度計を用い268nmの吸光度で測定し算

出した．

（8）MSの粒子径測定

　粒子径は，適当量のMSをスライドガラス上にのせ，少量の精製水を加えてカバー

ガラスで固定し，光学顕微鏡（BH－2，オリンパス光学工業㈱）下，無作為にMS，100

個のグリーン径を測定し，算術平均値を求めた．

（9）加沈roにおけるMSからの薬物放出実験法

　比較的溶解度の高いCn一：FUdRを含有するMSからの薬物放出実験は，放出液に

0．01％Tween　80含有生理食塩液を用い行った．精密に秤量したそれぞれのMSを三

角フラスコに入れ，放出液を加えた．そのフラスコを水平振とう器（37℃）中で振とう

させ，経時的にサンプリングした．サンプリングでは，放出組中のシンク条件（薬物の

飽和溶解度の10％以下の濃度）を保つために，適当量の放出液を分取し，適当量の新

しい放出液を加えた．サンプル中薬物濃度は，分光光度計を用い268nmの吸光度で

測定した．

（10）エステラーゼを含有する試験液へのP：LA－MSの薬物放出実験方法

　C4－FUdR～C12・FUdR含有PLA－MSについて，放出液にブタ肝エステラーゼを含

有する0．1Mリン酸塩緩衝液を用い，（9）と同様の方法で放出実験を行った．サンプル

中薬物濃度（FUdRとプロドラッグ濃度）は，　H：PLCにより測定した。なお，エステラ

ーゼを含有する放出液は，実験開始後24時間毎に新しい放出液に全量交換した．

（11）アルブミンを含有する試験液へのP：LA－MSからの薬物放出実験法

　C4－FUdR～C6・FUdR含有PIA・MSについて，牛血清アルブミンを含有する0．1M

リン酸塩緩衝液を用い，（9）と同様の方法で放出実験：を行った．サンプル中薬物濃度は，

HP：LCにより測定した．
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（12）HPLCを用いた薬物定量法

絶対検量線法を用い薬物の定量を行った．以下にその測定条件を示す．

・機種：LC－6A，　SPD・6A（島津製作所㈱）

・カラム：Nucleosi1　C18（5μm，4．6×150mm）

・検出波長：270nm

・流速：1．OmYmin

・注入量：20μ1

Table　l9　Mobile　Phase　for　HPLC

Compound buffera）　：　methanol

C2－FUdR

C3－FUdR

C4－FUdR

C5－FUdR

C6－FUdR

C8－FUdR

CIO－FUdR

C12－FUdR

FUdR

　70　：　30

　se　：　se

　30　：　70

　20　：　80

　15　：　85

　10　：　90

　5：　95

　2：　98
95　：　5　：　O．lb）

a）　O．e2　M　Acetate　buffer　（pH　4．0）．　b）　Water

acetonitrile　：　acetic　acid．

（13）血が四マウスP388白血病細胞に対する抗腫瘍効果測定法

実験：動物には，静岡実験動物より購入した4週令の雌lk　CDF1マウス（20～23g）を用

いた．購入したマウスを馴化させるため，4～6週間飼育した後，8～10週令のマウス

を実験：に用いた．106個のP388白血病細胞をマウス（1群5匹）腹腔内に移植し，24時

間後，腹腔内にFUdR溶液，　Cn・FUdR懸濁液あるいはMS懸濁液を投与した．FUdR

溶液とCn・FUdR懸濁液の場合は，1回投与と1日1回5連投した．　MS懸濁液の場

合は，1回投与のみ行った．抗腫瘍効果は，無処置群（contro1）に対する処置群

（treatment）の延命日数の比（T／C，％）で評価した．癌細胞をマウスに移植した日（0日

目）と5日後に測定した体重変化を副作用の指標とした．
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第2章　実験の部

（1）材料

　FUdR，　Cn－FUdR，　PLA，ブタ肝エステラーゼ及びアルカリ処理ゼラチンは，実験

の部第1章（1，2）と同様である．p”ヒドロキシ安息香酸エチル，プロピル，ブチルエス

テル（PE，　PP，　PB）は，東京化成工業㈱から購入した．エチレン・酢酸ビニル共重合体

（EVA，　EVA：FLEX⑧260，酢酸ビニル28％含有）は三井デュポンポリケミカル㈱から

供与された．：L一乳酸δ一バレロラクントン共重合体（P：L▽，L一乳酸：δ・バレロラクント

ン＝　90：10mo1％，　MW　11，500，　Tg＝25℃）は，多木化学㈱から購入した．他の試薬は，

市販特級品を購入し，そのまま用いた．

（2）薬物の分配係数測定法

　PE，　PP，およびPBの見かけの分配係数は，ジクロロメタン／水系で測定した．各

薬物をジクロロメタン（4m1）に溶解し，精製水（4m1）を加え室温で10分間混液を振とう

した後，4℃下48時間放置した．水層中の薬物濃度は，HP：LCを用い測定した．

（3）PIA－MS，　EVA・MS，及びPLV－MSの調製法

　FUdRあるいはC3・FUdR～C6・FUdRを含有させたP：LA－MS及びC3・：FUdR～

C6一：FUdRを含有させたEVA－MSは，実験の部第1章（6）と同様の方法で調製した．調

製時にPLAあるいはEVA（100mg）に添加した薬物量は，それぞれTable　8とTable　9

に示す．

　P：LV－MSの調製は4℃以下の条件下で行った．　PE，　PPあるいはPB含有PL▽一MS

の場合の調製において，PLV（100mg）に添加した各PE，　PP及びPB量をTable　11

に示す．高分子（100mg）とそれぞれの薬物をジクロロメタン（2m1）に溶解し，これらジ

クロロメタン溶液を，4℃の下，プロペラ式油搾器により500rpmで撹搾させた100ml

ビーカー中の1．5％ポリビニルアルコール溶液（90ml）に注入し，3時間撹搾後，冷水で

洗浄し，凍結乾燥させてPLV・MSを得た．

　C4・FUdR含有PL▽・MSの場合，　PL▽（100mg）とC4・FUdR（10mg）をジクロロメタ

ン（4ml）に溶解し，このジクロロメタン溶液を氷冷下超音波処理（150W）を受けている

200m1ビーカー中の1．5％ポリビニルアルコール水溶液（90m1）中に注入した．3分間超
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音波処理後，4℃に保ったまま2000rpmで6時間i麗搾した．　i麗搾後，冷水により洗浄

し，凍結乾燥させてPLV－MSを得た．

（4）MS中薬物含有率の測定法

MS中の薬物含有率は実験の部第1章（7）と同様の方法により分光光度計を用い測定

した．なお，PE，　PP，　PBの濃度は，253nmの吸光度により測定した．

（5）MSの粒子径測定法

　P：LA－MS及びEVA－MSの粒子径は実験の部第1章（8）と同様の方法により測定した．

PL▽一MSの場合は，　PLV・MSを精製水に分散後，レーザー回折式粒度分布測定装置

（SA：LD・1，100，島津）により，粒度分布を測定し，メジアン径を求めた．

（6）ln　ntroにおけるP：LA・MSからの薬物放出実験法

　種々のPLA－MSの粒子径を等しくするために，籠過法により120・meshのふるいを

通過し150－meshのふるい上に残る粒子径のP：LA－MSを実験に用いた．以下，実験の

幽幽1章（9）と同様の方法により放出実験を行った．サンプル中の薬物濃度は，H：P：LC

を用い，実験の春心1章（12）と同様の条件により測定した．

（7）ln　ntroにおけるEVA・MSからの薬物放出実験法

　実験の部第1章（9）と同様の方法により放出実験を行った．サンプル中の薬物濃度は，

分光光度計を用い268nmの吸光度で測定した．

（8）薬物のEVA膜透過実験法

　EVA膜は，100℃，500kg／cm2で5分間加圧することにより厚さ約0．2mmに調製

した．厚さを測定したEVA膜を片側セルの容積が2．3m1で有効拡散面積が0．95cm2

の2チャンバー拡散セルに挟み，片側にC3・FUdR，　C4－FUdRもしくはC5一：FUdRの

精製塩で調製した懸濁液を，反対側に精製水を加えて37℃に保った．C6－FUdRに関

しては，溶解度が低く，シンク条件の維持が困難だったため実験を行わなかった．

　膜を透過した薬物濃度はHP：LCを用い，実験の部第1章（12）と同様の条件により測

定した。
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（9）C5－FUdR含有EVA球形マトリックスの調製法

　直径が0．13cmでC5・：FUdRを溶解度以下の濃度で含有するEVAの球形マトリック

スを水中乾燥法で調製した．EVA（100mg）とC5一：FUdR（7mg）をジクロロメタン（1ml）

に溶解し，300rpmで撹搾した1％ゼラチン水溶液（90m1）中に分散した．撹搾時間は室

温で45分間とし，他の条件は実験の部立1章（6）と同様である．

（10）　■n　vitroにおけるEVA球形マトリックスからのC5・FUdR放出実験法

　一粒のEVA球形マトリックスの重量と粒子径を測定した後，生理食塩液を入れた

試験管に投入した．その試験管を37℃に保ち振とうし，経時的に放出液を全量交換し

た．放出西中の薬物濃度は，分光光度計を用い268nmの吸光度で測定した．

（11）　in　VitrOにおけるPLV・MSからのPE，　PP，あるいはPB放出実験法

　P：LVのTg以上の温度で，薬物放出速度を評価するため，42℃で放出液に精製水を

用い，実験の部第1章（9）と同様の方法により放出実験を行った．放出液中の薬物濃

度は，H：PLCにより測定した．比較のため17℃での放出実験も同様に行った．

（12）PL▽一MSの薬物放出におよぼすp且とエステラーゼの影響を評価するための方

　　法

　PB含有PL▽一MSからの薬物放出実験は，37℃で実験の部第1章（9）と同様の方法

により行った．放出液には，精製水，0．1Mリン酸塩緩衝液（pH7。4），0．01M　Na2H：PO4

水溶液（pH8．5），及び2．3　units／mlブタ肝エステラーゼを含有する0．1Mリン酸塩緩

衝液を用いた．放出藩中の薬物濃度は，H：P：LCにより測定した．

（13）PL▽一MSからのC4・FUdR放出におよぼす温度の影響を評価するための方法

　P：LV－MSからのC4一：FUdR放出におよぼす温度の影響を評価するために，各温度（42，

37，32，27，22，17℃）で放出液に精製水を用い，実験の部第1章（9）と同様の方法に

より実験を行った．放出液中のC4・FUdR濃度は第1章（12）と同様HPLCにより測定

した．

（14）見かけの放出速度定数（kH）の算出方法
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　各MSからの薬物放出プロファイルから見かけの放出速度定数（kH）を，　Aso等の方

法54）に従って求めた．すなわち，時間の平方根に対し薬物放出率をプロットした

：Linear　Higuchi　plotとし，その直線の傾きからkHを求めた．

（15）且P：LCを用いたパラベン類の定量法

絶対検量線法を用い薬物の定量を行った．以下にその測定条件を示す．

　　　・機種：：LC－3A，　S：PD－2A（島津製作所㈱）

　　　・カラム：LiChrospherRP　18e（5μ　m，4．0×250mm，メルク）

　　　・検出波長：253：nm

　　　・流速：1．Om1／min

　　　・注入量：20μ1

Table　20　Mobile　Phase　for　HPLC

CompouRd water　：　acetonitrile

p－Hydroxybenzoic　acid

PE

PP

PB

85a）：　15

60　：　40

50　：　50

40　：　60

a）　O．1％　Phosphoric　acid．

第3章　実験の部

（1）材料

　精製卵黄レシチン（PL100E）は，キューピー（株）より供与されたものを用いた．

5’・Deoxy・5－fiuorouridine（5’・DFUR）はシグマ社より購入した．ブタ肝エステラーゼ

（エステラーゼ懸濁液，2，530units／m1）は，シグマ社より購入した．エステラーゼ懸濁

液は，0．1Mリン酸塩緩衝液（p且7．4）で希釈し，実験の部品1章（1）と同様の方法によ

りエステラーゼ溶液（200units／ml）を調製及び保存した．他の試薬は市販特級品を購入

し，そのまま用いた．

（2）2’，3’・Didecanoy1・5’一DFUR（C　10・5’一DFUR）の合成法

64



　C10・5’・D：FURはNishizawa等の方法47）により合成した．すなわち，5’一D：FUR（1g）

をピリジンに溶解させ，0℃下，∬デカン酸クロリドを3倍等量滴下し，室温で2時

間放置した．n’デカン酸クロリドを分解するため，0℃下，メタノールを加え，室温で

1時間撹拝した．酢酸エチルを加え，10％塩酸及び炭酸水素ナトリウム水溶液で洗浄

後，溶媒を減圧下で留註し，得られた組成物をn一ヘキサン：酢酸エチル（8：1）を移動相

にシリカゲルカラムにより，分離，精製し，ClO－5’一D：FURを得た．化学構造は，1H：一NMR

とMSにより確認した．純度は，且P：LCにより98％以上であることを確認した．

（3）薬物の融点測定法

薬物の融点は融点測定器（MP・21，’Yamato）により測定した．

（4）薬物の分配係数測定法

　薬物の見かけの分配係数は，n“オクタノール／0．1Mリン酸塩緩衝液（p且6．8）系及び

ダイズ油／0．1Mリン酸塩緩衝液（pH　6．8）系で測定した．　C　10・5’・D：FURの場合，　n一オ

クタノールもしくはダイズ油1gにC10・5’・D：FUR（20mg）を溶解し，それぞれの溶液

に緩衝液（20m1）を加えた．それぞれの混液を室温にて撹益して薬物を分配させた後，

水層中薬物濃度をHPLCにより測定した．5’一DFURの場合，緩衝液5m1に5’一DFUR

（50mg）を溶解させ，　n一オクタノール（409）もしくはダイズ油（359）を加えた．薬物を分

配させた後，油層から7gを分取し，分取液より精製水（2m1）で6回目薬物を抽出した．

その抽出液中薬物濃度をHP：LCで測定した．

（5）薬物のLipop　hilic　lndex（k’）の測定法69）

　アセトニトリル：水系で行った。ノンリテンション物質には，ホルムアミドを用い

た．他は本章実験の部（12）と同様のHPLC条件で行った．

（6）薬物の溶解度測定法

　C10－5’・D：FURを試験管中の精製水に懸濁させ，その試験管を37℃で24時間保持後，

上澄みを分取し，且PLCにより測定して溶解度を求めた．ダイズ油への薬物溶解性は，

薬物（1～350mg）を，1gのダイズ油に加え，60℃に加温，白搾後，室温まで冷却し，1

日放置後の液中に薬物固体が析出しているかを目視することで判定した．
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（7）lll　Vitroにおけるエステラーゼによる加水分解試験法36）

　等張リン酸塩緩衝液（P且7．4）で1unit／m1に希釈したエステラーゼ溶液（5ml）を恒温

槽で37℃とし，それにC10・5’一DFURエタノール溶液（4×10・3　M）を50μ1加えた．

経時的にサンプル（100μ1）を分取し，等量のアセトニトリルを加えて酵素反応を止め

た．サンプル中C10－5’・D：FUR及び5’一DFUR濃度を且PLCにより測定した．ジエス

‘テル誘導体からモノエステル体への分解速度定数（k1）は，　C　10・5’一D：FUR濃度の経時的

減少を片対数グラフにプロットし，その傾きから求めた．モノエステル体からの

5’一DFURの生成速度定数（k2）はC10－5’一DFUR及び5’・D：FUR濃度の経時的変化から，

非線形最小二乗法により求めた．

（8）：LMの調製法70＞

　3．15％（w／v）C10－5’・D：FUR，10％（w／v）ダイズ油，1．2％（w／v）卵黄レシチン，2．5％

（w／v）グリセリン，及び精製水から成る：LM製剤（0／w　emulsion）を以下の方法により

調製した．C10－5’・D：FUR（18．99）と卵黄レシチン（7．29）を80℃で，ダイズ油（609）に溶

解させ，あらかじめ80℃に暖めたグリセリン水溶液で全量を600mlとした．その溶

液をハイドロシャー（HS－0．5型，ゴーリン）で18分オペレートして粗乳液（粒子径＝500

μm）を得た．さらに，高圧ホモジナイザー（：IAB60・10TBS，ゴーリン）で21分オペレ

ートし，LM製剤（600ml）を得た．その：LM製剤は，室温に冷却後，メンブランフィ

ルター（1．0μm）でろ過し，実験まで5℃で保存した．

（9）：LM製剤中薬物含有濃度の測定法

：LM製剤（0．5　ml）をアセトニトリル（250　ml）に溶解後，溶液中C10－5’一DFUR濃度

をHP：LCにより測定した．

（10）　：LMの粒子径測定法

：LM製剤を精製水に希釈後，　N4型コールター（日系機）により：LMの粒度分布を測定

し，重量基準によるメジアン径を求めた．

（11）　動物実験手技

Bollman等の方法71）に従い，以下の実験を行った．約18時間絶食させた雄性ウ
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イスターラット（8週令，体重190～3009）にベントバルビタール麻酔下（40mg／kg）

頚動脈カニューレを施し，麻酔覚醒後，薬物を経口投与した．投与後，ボールマンゲ

ージにラットを固定し，経時的にカニューレより血液（500μ1＞を少量のヘパリン処理

したチューブに採取した．サンプルは，直ちに遠心分離して血漿（250μ1）を分取し，

分析まで凍結した．

　リンパ液採取実験の場合，別の胸管リンパにカニューレを施して絶食させたラット

に，薬物を経口投与し，カニューレより24時間持続的にリンパ液を採取した．

　血漿及びリンパ液中5－FU，5’一DFUR濃度は，　B：P：LCを用いて測定した．72）すな

わち，サンプル（200μ1）に5－iodouracil水溶液（250μ1）とpH6．0，1Mリン酸塩緩衝液

（50μ1）を加え，酢酸エチル（8m1）を加えて10分塗回し，遠心分離後，有機層を分取し

てN2ガスで乾固した残査を移動相（250μ1）に再溶解し，メンブランフィルター（0．22

μm）でろ過後，HPLCに注入した．血漿及びリンパ液r9　C　IO・5’・DFUR濃度は，サン

プル（50μ1）に2倍量のアセトニトリルを加えて除タンパクした後，上澄みをHP：LC

に注入して測定した．また，C10・5’・DFURのモノエステル体の濃度は以下の手順で測

定した．すなわち，リンパ液（250μ1）に100units／mlエステラーゼ溶液（500μ1）を加

えて2時間37℃でインキュベートして，CIO・5’一D：FURとC10－5’一D：FURのモノエス

テル体を全て5’一DFURに変換し，5’一D：FUR濃度を測定して，その薬物濃度と個別に

測定したCIO－5’・D：FURと5’一D：FUR濃度の和との差をC10－5’一DFURのモノエステル

体の濃度と考えた．

（12）　HP：LCを用いた薬物定量の条件

各薬物に関する且P：LCの測定条件を以下に示す．

・機種：：LC－10A，　SPD－10A（島津製作所㈱）

・カラム：YMC・pack“ODS－A（5μm，6．0×150mm，　YMC）

・カラム温度：40℃

・検出波長：266nm

・流速：1．Oml／min

・注入量：25μ1
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Tab　l　e　21 Mobile　Phase　for　HPLC

Compound water　：　methano1

5－FU

5’一DFUR

ClO一一5’一一DFUR

95　：

85a）：

5：

5

15

95b）

a）　O．05M　Acetate　buffer　（pH4．0）． b）　Acetonitrile．
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