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担癌動物 を用いたシスプラチン含有粘性

オレイン酸エチルの有用性

夏目秀視 ・今水　賢 ・杉林堅次 ・森本雍 憲*

Investigation on utility of viscous ethyl oleate 

containing cis-diamminedichloro platinum (II) in 

tumor-bearing animals

Antitumor effects of ethyl oleate(EO), Lipiodol 

Ultra-Fluide(R) (LP) and viscous ethyl oleate(VEO) 

containing cis-diamminedichloro platinum (II) 

(CDDP) on the tumor-bearing animals were inves

tigated. The in vitro CDDP release from EO and LP 

was fast and the total CDDP was released within 24 

h. 

 In contrast, CDDP release from VEO was very 

slow. When these oily drug carriers were infused 

into the proper artery of the liver implanted with 

VX-2 tumor in rabbits, the rank order of the accu

mulation of CDDP in the tumor site was VEO>

LP>EO. However, the inhibition effect of these 

oily drug carriers on the tumor growth was almost 

the same. Next, controlled drug release property of 

the VEO was evaluated by addition of non-ionic 

surfactants(Tween 80, Span 20 and 80)using the 

AH 272 ascites in rats. 

 The in vitro CDDP release from the VEO contain

ing the surfactants was faster than that without the 

surfactants (the extent of suppress was Span 80> 

Span 20 > Tween 80) . The mean survival (T/C%) of 

EO-, LP-, VEO containing Tween 80, Span 20 or 

Span 80-treated groups was 164.5, 179.4, 166.7, 298. 

6 or 475.4, respectively. 

 These results suggested that VEO containing non-

ionic surfactants was very useful as a bifunctional 

drug carrier with abilities of •gtargeting•h and 

•gcontrolled release•h for intra-arterial infusion the

rapy.
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Lipiodol Ultra Fltlide(R)(リピオ ドール,LP)

は,癌 部位への選択的滞留性にす ぐれた油性の薬

物担体 として,動 脈内注入療法(動 注療法)に よる

癌 の局所 治療 に対 す る有 力な武器 となってい

る1,2).しかしながら,癌 組織の特性から考 えて,

この癌部位への選択的滞留性が,リ ピオ ドールに

固有の能力であるとはいえず3～6),他の類縁物質を

用いて も,同様な効果が期待できる可能性は高 い.

LPの 造影による視覚的・顕微鏡的研究か ら,動

注初期 にLPが 選択的に滞留することは,癌 新生

血管 を含む血管内滞留によるだろうと考 えられて

いる7).したがって,油 性物質を薬物担体 として動

注療法に用いた とき,初 期にいかに薬物担体 を血

管 内に滞留 させるかが,担 体の利用効率を考える

うえで もっとも重要な因子の一つとなる.

そこで筆者らは,LPの 元原料に多 く含まれて

い るオ レイ ン酸 エ チル(ethyl oleate,EO)を 薬 物

担体 の候 補 に選 び,血 管 内滞 留性 を増 強す る手段

と して,EO(粘 度4 centi poise,cp)に 増 粘 剤 とし

てエ チルセル ロースを添加 した粘性 オレイ ン酸工

チル(120 cp viscous ethyl oleate,VEO)を 調 製

し,そ の有 用性 を検 討 して きた8,9).こ のVEOは,

ラ ッ ト肝臓 を標的組 織 として,そ の固有 動脈 よ り

投与 す ると,固 形薬 物担体 と同様 な血管塞 栓能 を

持ち,し かも,脈 管内滞留部位か ら徐 々に組織側

に移行する脈管内滞留能の高 い油性物質担 体で

あった,ま た,AH272細 胞移植モデル 肝癌 ラッ ト

に対 して,VEOを 動脈内投与すると,癌 局所への

集積性が増加 し,担 体の利用効率および懸濁含有

させた制癌剤 シスプラチンによる治療効果が大幅

に改善 された.

本報では,さ らにVEOの 機能 をLP(粘 度,21

cp)と 比較 し,そ の結果か ら,よ り有効な油性薬物

担体の設計を試みた.



材料と方法

(1) VEOの 調製

オ レイ ン酸 エ チ ル(東 京 化 成)に 適 量(5.0w/

w%前 後)の エ チ ル セ ル ロー ス(東 京 化 成)を 加

え,油 浴 中で120℃ に加 温,攪拌 溶 解後,室 温 まで

冷 却 して製 した8).ただ し.エ チル セルロース は,

そ の ロッ ト間 で指標 粘 度 にば らつ きが あ るた め

(90～120cp,5% ethanol toluene solution at

25℃),い っ たん上記 処方 にて120cp以 上 の粘性

オ レイン酸 エチル を調製 した あ と,EOを 添 加 し

なが ら回転粘度計を利用 して,120cpの 粘性オレ

イン酸エチルとした.シ スプラチン(日本化薬)は,

メノウ乳鉢で微粉化後,攪拌 しながら超音波処理

し懸濁 ・分散させた.

(2) 油性製剤か らのシスプラチンの放出実験

シスプラチ ンを含有 した各油性製剤2ml(0.5

～8mg/ml)お よび生理食塩水約15ml(1mg/ml)

を縦型拡散セル10)の下部 に入れたあ と,透 析膜を

挾み攪拌 した.こ のセルの有効表面積は5.72cm2

である.つ ぎに,上 部セルに生理食塩水10mlを

加 えたあと,適 当な時間間隔ごとに上側セルより

生理食塩水を全量採取 し,Pt量 を定量 した.採 取

後同量の生理食塩水 を入れ実験 を続行 した.セ ル

は,遮 光した恒温槽中で37℃ に保った.Ptの 定量

は,原 子吸光光度法によった.試 験 した油性製剤

の リス トを表1に 示 した.

(3) VX-2移 植肝癌家兎に対する各油性製剤

の抗腫瘍効果

約1mm3のVX-2腫瘍塊を家兎の 肝臓に移植

2週 間目に腫瘍の長径,短 径,お よび厚さを測定

し,体 積を算出した.つ ぎに,シ スプラチン含有

油性製剤(EO,LP,VEO,5mg/ml)を 家兎1匹 当

り0.1ml十 二指腸動脈か ら投与 した.投 与3,7,

M日 後 に家兎を屠殺 し同様 に腫瘍体積 を算出 し

た.ま た,油 性製剤投与10min,3,7,14日 後

のシスプラチン組織内濃度を測定 した.

腫瘍の体積変化は次式 に従い算出した.

体積変化

=油性製剤処理後の体積-処 理前の体積
処理前の体積

×100

(4) AH272腹 水肝癌 ラッ トに対する各油性

製剤の抗腫瘍効果

AH272肝 癌細胞1×106個 をラットの腹腔に移

植3日 目に各 シスプ ラチン含有油性製剤 を投与

し,生 存日数とT/C(%)を 求めた,ま た,油 性製

剤投与後3日 目までの体重変化 も同時 に測定 し,

副作用の指標 とした.

なお,T/C(%)は 次 式 に従 い算 出 したが,コ ン

トロール群(C)は,薬 物 を含有 しな いVEO投 与

群 とした.

T/C(%)= 製剤処理群の平均生存日数
薬物未処理群の平均生存日数

×100

また,体 重変化は次式に従い算出した.

体重変化

製剤処理3日 目の体重-処 理前の体重
処理前の体重

×100

結果と考察

(1) シスプラチンを合有 した油性製剤からの

シスプラチ ンの放出

図1に シスプラチ ンを含有 した生理食塩水,

EO,LPお よびVEOか らのシスプラチンの累積

放出曲線 を示 した.EOお よびLPか らのシスプ

ラチンの放出は速 く,実験開始24時 間 までにほぼ

全量が放出 された.一 方,VEOか らの シスプラチ

ンの放出はそれらにくらべて遅 く,24時 間までに

全量の約25%が 放出 されたあ と,さ らに非常 に

ゆっくりとした速度 でシスプラチ ンが放出 され

た.

図1 In vivoに お け る シス プ ラ チ ン含有 油 性 製剤

(1mg/ml)か らの シ スプ ラチ ンの 放 出

:0.9% NaCl soln.■:EO.

▲:LP.●:VEO(3例 ず つ)



水溶性や難溶性の制癌剤 を,こ のような油性製

剤中に封入し,動 注療法に用いる場合の一つの剤

形に微粉化懸濁剤が考えられる.こ の場合,薬 物

は目的部位で製剤か ら放出されなければ薬理効果

を示さない.試 験 したEOお よびLPとVEOか

らのシスプラチンの放出性は,その懸濁安定性(沈

降性)が 低いことに依存 して極端に異なるため(た

とえば,放 出試験24時 間目において,EOやLP

のほうがVEOよ りシスプラチン放出量が4倍 多

い),こ れらの結果より製剤の有用性を評価するこ

とはむずか しく,局 所でこれ ら製剤から放出され

たシスプラチンの制癌活性 を比較することが重要

になる.

そこで,シ スプラチンの制癌効果 を,こ れらの

製剤間で比較するため,VX-2移 植肝癌家兎に投

与 してその効果を測定した.

(2) VX-2移 植肝癌家兎 に対する効果

図2にVX-2移 植肝癌家兎 にシスプラチ ン含

有生理食塩水,EO,LP,VEOを 動注後の腫瘍内

Pt量 の経時変化を示 した,シ スプラチンの腫瘍内

濃度は,生 理食塩水投与群に くらべてどの油性製

剤 も高かったが,油 性製剤間では,VEO>LP>

EOの 順に高 く,特 にVEO投 与群では投与14日

後 において も,腫 瘍部位 にシスプラチンが多量に

残存 していた.こ の結果から,油 性薬物担体の粘

度を高めることで,薬 物の腫瘍組織集積性が高 ま

ることが示唆された.

図3に,こ のときの腫瘍体積の経時変化 を示し

た.ど の油性製剤 もシスプラチン含有生理食塩水

投与群に比 して高い腫瘍増殖抑制効果を示 した

が,薬 物の標的率に差が存在 したのに もかかわ ら

ず,油 性製剤間で有意な差はみられなかった.

また,こ こでは示さなかったが,粘 性油性製剤

投与14日 後のVX-2腫 瘍部位の割断面所見から

は生癌細胞組織層の存在がどの製剤投与群におい

ても確認された.シ スプラチンの薬理作用は,腫

瘍部位における濃度および残存時間の両方に依存

するといわれてお り11),その癌組織残存量はVEO

を用 いたときもっ とも高いので,VEOを 投与 し

た場合の見掛けの腫瘍組織内濃度-時 間曲線下面

積(AUC)は,EOやLPに くらべて大きくな り,

VEOは,本 来制癌効果が もっとも高 くなること

が予想 される.

EOを 用いたとき,シ スプラチンの腫瘍部位集

積性(標 的化)はVEOよ り小 さく(図2),ま た,

EOやLPか らのシスプラチンのin vitro放 出は

非常に速 いにもかかわ らず(図1),こ れ らは,

VEOと 同等の腫瘍増殖抑制効果 を発揮 してい

る.

この原因をつぎのように考察 した.シ スプラチ

ンのin vitro放 出結果が,in vivoの 抗腫瘍効果

に反映するとすれば,家 兎のVX-2腫 瘍に対する

シスプラチンの増殖抑制効果に寄与 した遊離のシ

スプラチン量は,ど の油性製剤 も同 じであると考

えられる.す なわ ち,LPお よびEOで は,投 与

図2 VX-2細 胞移植肝癌家兎にシスプ ラ

チン含有油性製剤を動注 したときの癌

部位のシスプラチン濃度の経時的変化◆

:0.9% NaCl soln.■=EO

▲=LP.●:VEO(3～7例)

図3 VX-2細 胞移植肝癌家兎にシスプラ

チン含有性製剤を動注した時の腫瘍の

増殖率

◇:0.9% NaCl soln.口:EO.

△:LP,○:VEO(3～7例)



初期に油性製剤から溶出したシスプラチンが薬効

に主に関係 してお り,VEOで は,腫 瘍組織中に

徐々に溶出 したシスプラチンが効果を発揮してい

ると考 えることができる.し たがって,薬 物担体

をVEOと することでシスプラチンの標的化能が

高 まった もの の,標 的化 され た薬物 が安定 に

VEO中 に懸濁 ・含有 されているため,血 管中に残

存 しているシスプラチンが有効 に利用 されていな

いことが考えられた.

それゆえ,VEOに より標的化 された薬物を有

効に利用するためには,EOやLPの ように,標

的化初期に有効量のシスプラチンが溶出 し,そ の

後徐々に薬物が放出されるほうが望ましいと思わ

れる.そ こでつぎに,油 性製剤の薬物放出制御製

剤 としての機能設計 を検討 した.

(3) 非イオン性界面活性剤 を含有 したVEO

からのシスプラチン放出性の改善 とそのAH272

細胞移植腹水癌 ラッ トに対する抗腫瘍効果

VEOに 薬物放 出制御能 を もたせ る手段 とし

て,1%の 非イオン性界面活性剤をVEO中 に添

加 した(表1参 照).図4に 種々非イオン性界面活

性剤 を含有するVEOか らのシスプラチンの累積

放 出曲線 を示 した.含 有 させ た界 面活性 剤 の

HLB値 が大きくなると,す なわち,そ の親水性が

増加すると,薬 物放出速度は速 くなった.Tween

80を添加 したT80.VEO-1か らの放出速度は図1

に示 したEOお よびLPか らの放出速度 よりは若

干遅 い ものの,24時 間 までに全量が放 出 され た.

Span20を 含 有 したS20VEO-1お よ びSpan80

を含 有 したS80VEO-1か らの24時 間 までの放 出

量 は,T80VEO-1の そ れ ぞれ1/2お よび1/4で あ

り,24時 間後 も徐々にシスプラチ ンが放出 され

た.

この結果は,非 イオン性界面活性剤の添加 によ

り,VEOか らのシスプラチンの放出をある程度

制御で きることを示している.

T80VEO-1か らのシスプラチ ンの放出速度が,

EOやLPの それとほぼ同様であることか ら,T80

VEOを 用いin vitroで24時 間までに放出された

薬物量 とAH272腹 水癌ラットに対する抗腫瘍効

果 との関連性 を調べた.図5にT80VEO-1か らの

シスプラチンの累積放出曲線 とシスプラチン含有

表1 今 回の実験に使用したシスプラチン含有油性製剤

図5 in vitroに おけるシスプラチン濃度の

異なるT80VEOか らのシスプラチン

の放出

■:T80 VEO-1.▲=T80VEO-1/2.

●:T80VEO-1/4(3例 ず つ)

図4 in vitroに おける非イオン性界面活性

を含有 したVEO(1w/w%)か らのシ

スプラチンの放出に対する非イオン性

界面活性の添加効果

■:T80VEO-1.▲:S20VEO-1.

●:S80VEO-1(3例 ずつ)



量が,そ の1/2お よび1/4で あるT80VEO-1/2と

T80VEO-1/4か らの シスプラチン累積放出曲線

を示した(表1参 照).シ スプラチンは含有薬物量

に依存 して放出され,そ の放出パターンはほぼ同

様であった.

表2aに,こ れらの油性製剤 をAH272腹 水癌

ラッ トに腹 腔内投与 した ときの延命効果 を示 し

た.こ れ ら油性製剤のうち,含 有シスプラチン量

が100μg/mlで あるT80VEO-1投 与群の延命効

果が比較的高かった(T/C%=1667).ま た,T80

VEO-1と 同量のシスプラチ ンを含有するEO

(T/C%=164.5)お よびLP投 与 群(T/C%=179.

4)で も ほぼ 同様 の延 命効果 を示 した.

これ らの結果 よ り,T80VEO投 与 群 中,T80VEO-

1投 与群 が もっとも高 い延命 効果 を示 したので,

初 期有効量 をラ ッ ト1匹 当 りシス プラチ ン100

μgと し,S20VEO-2,お よ びS80VEO-4を 用 いて

(表1参 照),シ ス プラチ ンの24時 間 目までの薬 物

放 出量 をT80VEO-1,EOお よびLPと ほ ぼ等 し

くして,24時 間目以降に放出される薬物 と抗腫瘍

効果の関連性について検討 した.

図6にT80VEO-1,S20VEO-2,お よびS80VEO-

4か らのシスプラチンの累積放出曲線 を示 した .

これらの油性製剤か らの24時 間目までのシスプ

ラチン放出量はほぼ等しく,そ の後,薬 物含有量

の多いS80VEO-4,S20VEO-2の 順 にシスプラチ

ンが放出された.

表2bに,こ れら油性製剤投与後の延命効果を

示 した.S20VEO-2,お よびS80VEO-4投 与群に

お けるT/C%は そ れぞれ298.6お よ び475.4で

あ り,高 い抗腫瘍効果 を示 した.一 方,S80VEO-4

と同 量の シスプ ラチ ンを含有 した生理 食 塩水 投与

群 では,T/C%が225.7と か な り高 い値 を得 た

が,そ の値 はS80VEO-4投 与群 に比較 して小 さ

く,ま た,副 作用の指標 としたラットの体重は溶

液投与3日 目まで増加せず副作用の可能性が考え

られた.し たがって,S20VEO-2とS80VEO-4は,

ラット腹腔を局所 と仮定 した とき,そ の部位にお

けるシスプラチンの利用効率が高い薬物放出制御

製剤であると思われた.

まとめ

スチレン-マ イレン酸共重合体 と制癌剤ネオカ

ルチノスタチンとの結合 したプロ ドラッグであ

表2 AH272腹 水癌ラットの延命に対するシスプラチンを含有した油性製剤の効果

図6 in vitroに お けるシスプラチン濃度

の異なるT80EVOか らのシスプラ

チンの放出

■:T80VEO-1.▲:S20VEO-2●

:S80VEO-4(3例 ず つ)
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