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序論

近年開発 さ れ た flJlJ癌斉IJ の 多 く が 治療 の 効 率 が 低い 割 に 副 作 用 の 発現 が

顕著 で ， こ れを 克 服 す る た め の 試み と して 外 科医 と 製 剤技術者 と の共同

研究 が 開始 さ れ ， そ の 成 果 の 公開 の 場 と し て D D S 学 会 が 創設 さ れ 十余年

が 経過し て い る 。

薬物送達 シ ス テ ム ( DDS ) の 日的 は ， 標 的 と す る 病巣 に 薬 剤 を選択的 に

到達 さ せ ， 必要 な 置を必要 な 時間作 用 さ せ る こ と に あ る 。 す な わち ， 薬

剤 の 標的 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ と 放出制御 が D D S の 最 も 重要 な 機能 で あ

る 。 D DS の 導 入 に よ り 治療 効 果 の 改普 が 期待 さ れ て い る 疾患 と して は

細胞25作 川 の た め治 療 係数 が 小 さ く 投与 が 難し い 抗癌 剤 を は じ め と し

て ， 腎毒性を有 す る ア ミ ノ グ リ コ シ ド 系抗生物質， 炎症 部 位 へ の タ ー ゲ

テ ィ ン グをt 1 的 と し た 抗炎症 薬 な ど が あ げ ら れ る 。 特 に ， 癌 化 学療法 に

おい て は ， 結納IJ胞 が 生体山来 の 細 胞 で あ る た め 正常 細 胞 と の 違 い が 少 な

く ， 多 く の 抗姉斉IJ は 正常細胞 に も 作 用 す る の で ， 癌 細 胞 を標 的 と す る

D D S は よ り 効 率 の 良い 投 与 方 法 と い え る 1 • 2 ) 。

輸送手段 と して は ， リ ボ ソ ー ム 3) ， マ イ ク ロ ス フ ェ ア 4\ エ マ ル ジ ョ

ン へ 高 分 子 結 合 体的 な ど が 開発 さ れ て い る が ， 臨 床 に ま で 用 い ら れ て

い る D D S は 極 め て 少 な い 。 1 99 3 年 に 発 売 さ れ た ス マ ン ク ス は ， ネオ カ

ル チ ノ ス タ チ ン を エ ス テ ル 結合 さ せ た ス チ レ ン ー マ レ イ ン 酸 重合 体 の エ マ

ル ジ ョ ン 製 剤 で 肝 動注 に よ る 肝 癌 の タ ー ゲ テ ィ ン グ療 法 と して 臨 床 で 使

用され て い る が ， 食欲不娠 ， 悪 心 . 0匝l止 ， 発熱 な ど の 副 作 用 が 高率 に 認

め ら れ ， 患苔 の QOL は 大 き く 影 響を受 け て い る 。

こ の よ う に 副作 川 で 投与最 が 制 限 さ れ る 薬 物 の 治療 効 率を 高 め る た め

に は ， 生体 内 で 分解され る 担体を利 用 し， 標 的臓器 近 傍 で 薬 物 を徐々 に

放 山 さ せ ， 全 身 の 循 環 系 へ の 移 行を俺力抑 制 す る 製剤 が 必要 と 考 え ら れ

る 。

')5 ， 紡 の 化守:療法 に お い て ダウ ノ ル ビ シ ン ， ド キ ソ ル ビ シ ン な ど の

抗癌剤 の 多剤耐性 が 大き な 問題 と な り ， そ の 耐性化 の メ カ ニ ズ ム と して



P糖蛋仁1 が ク ロ ー ズ ア ッ プ さ れ て き た 7・11 ) 0 P糖蛋白 は 癌 細 胞 内 に 流 入

し た 細 胞毒 の 薬剤をエネ ル ギ ー 依 作的に 細 胞外 に 排 出 す る ポ ン プ機能を

有し， 化 学 術 jさ も作 用 機序も異なる 柿:々の薬物に対し耐性化 する分 子日

17 0 k Daの特異な隙蛋IJである。 P糖蛋白は様々な正常組織の細胞膜上

に発現しており， 特に肝臓及び腎臓では， 生体異物の体外への排出ポン

プ と して 薬物 の 排 池 に 関 与し て い る こ と が ， ま た ， 脳 の 網 細 血 管 で は 血

液ー脳関門機能 と し て 働 い て お り ， 保々 な 生理機能 に 関 与 して い る こ と が

明 ら か と な っ た I 2 - I 'i ) 。 こ の P糖蛋f'� の 作用を阻 害 す る 薬 剤 と して は ， カ

ル シウ ム 枯抗 薬 の ベ ラ パ ミ ル ， 免疫 抑 制 薬 の シ ク ロ ス ポ リ ン な ど が有名

で l h l H ) ， 多剤 耐 性克服 の た め に 臨 床 試 験 も 実 施 さ れ て い る 1 9 - 2 I ) 。 本 研

究 で は こ の 点、を考慮した 局 所 適 用 型 製 剤を 試 作 し， モ デ ル 薬 物 に は シ ク

ロ スボ リ ン A と エ ト ポ シ ド を 用 い た 。 ま た ， 体 液 中 の 薬 物 濃 度 測 定 に マ

イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス を用 い て み た 。

イ クロダ イ ア リ シス は 脳 の 神経伝達 物 質 や 脳 内 薬 物 濃 度 を測 定 す る

手段 と して開発 さ れ た が ， そ の 後 ， 血 液 ， 肝 臓 ， 筋肉 な ど 様々 な 臓 器 で

応用 さ れ ， 薬 物 の 体 内 動 態 の 解 析 に 利 用 さ れ て い る 2 2- 2 7 ) 。 マ イ ク ロ ダ イ

ア リ シ ス の 優れ た 点 は ， 目的 の 臓 器を破捜 せ ず に 持 続 的 に 臓 器 内 の 濃 度

を測定することが可能で， 測定する際にサンプルの前処理が不要な上，

仙 の 成 分 の コ ン タミネ ー シ ョ ン を防 ぐ こ と が で き る 点 で あ る 。

本 研 究 は ， 現 在 臨 床 で 切 除 不 可 能 な 消 化 器 腫 擦 に 対 し て ， ブ レ オ マ イ

シ ン の よ う な 薬剤を間接患部 に ふ り か け て い る 医療 の 現 状を知 り ， D D S 

製 剤 の 開発を思 い 立 っ た 。 そ こ で ， DDS 某剤 と して 既 に 報告例 が あ り ，

/ト休内で分解 ・ 吸収されるコラーゲン28・J 2 )及びフィブリンJ J -J (i ) に

し . 局 所 適 用別製 剤 の 試作を 試 み た 。

ま ず. コ ラ ー ゲ ン と 符 種薬物 と の 結 合 性を i n vÍ l r o の 溶出 試 験 を用 い

て検討し( 1市) ， 吏 に ア ル ギ ン 般ナト リ ウ ム を 添加す る こ と に よ り

薬 物 の 依jll が ど の よ う に 変 化 す る の か を検討した ( 2章) 。
次 に ， 適切 な 沢山挙wJ) の 確認 さ れ た ア ミ カ シ ン (AMK) 含 有 ア ル ギ ン 酸
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ナ ト リウ ム 添 加 コ ラ ー ゲ ン 製 剤 を ラ ッ ト の 肝臓表面 に 局 所 適用 し ， そ こ

か ら 放山 さ れ る 薬 物 の 動 態 に つ い て マ イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス を 利用 し て 検

討 し た ( 3章)
ら に ， p納蛋白阻害 剤 シ ク ロ ス ポ リ ン A ( C y  A ) と そ の 基質 エ ト ポ シ

ド ( V P - 1 6 ) と を 含有 す る コ ラ ー ゲ ン 製 剤 を 試 作 し ， こ れ を ラ ッ ト 肝臓表

而 に装精 し ， P糖蛋白阻 害 作JfJ に よ る V P - 1 6 の体内 動 態 及 び V P - 1 6 静

注 後 の C y A によ る 血 J �J !fiJj態 の変 化 と 胆汁 排 池 抑 制 効 果 に つ い て検 討 し た

( 1}章)
一方 ， 抑.体 と し て フ イ プ リ ン を 用 い た ド キ ソ ル ビ シ ン ( D O X ) 含 有 ア ル

ギ ン 般 ナ ト リ ウ ム 添加l フ ィ プ リ ン 製 剤 を 調 製 し ， ラ ッ ト の 腫 場 表面 に 装

ー し ， JJ重傷内 の薬物濃 度 及 び 循環 血 r11 へ の 移 行 挙 動 を 検 討 し た ( 5 章 ) 。

そ の 結果 ， 7'容lil 試 験 では 、 コ ラ ー ゲ ン の み で至 適 な放出 抑 制 が 得 ら れ

な か っ た た め ， 適 度 な 親和性 を 持 つ 基 剤 に つ い て 検 討 し た と こ ろ ， ア ル

ギ ン 椴ナ ト リ ウ ム が . 薬 物 の コ ラ ー ゲ ン か ら の 放 出 を 抑 制 す る 物質 と し

て傾 め て 有 川 で あ る こ と を 見出 し た 。 次 に ， A MK 含 有 コ ラ ー ゲ ン 製 剤 を

ラッ ト肝 臓 表 面 に局 所 適 用 す る と ， 肝 細 胞 外 液中 の A MK濃度 は 長 時 間

にわ た り 高 い レ ベ ル に 維 持で き る こ と が 判 っ た 。 さ ら に ， C y A を 添 加 し

た V P - 1 6 含 有 コ ラ ー ゲ ン 製 剤 は ， C y A に よ る V P -1 6 の 胆 汁 排 池 を 抑 え ，

肝 細 胞外 液 中 の V P - 1 6 濃度 を 極 め て 高 濃 度 に 維 持 で き る こ と を 明 ら か と

し た 。 一方， DOX合イ了フ ィ プ リ ン 製 剤 を ラ ッ ト の腫 場 表 面 に 装 着 す る と

臆場内 の DO X濃度は Jfn i夜中に比 べ . 傾 め て高濃度 を 維 持 で き る こと を

示 し た 。

以 上 の こ と か ら ， コ ラ ー ゲ ン 及 びフ ィ プ リ ン を キ ャ リ ア ー と し た 局 所

適用Jì� DDS 製剤は傾 め て 有 用 で あり， 治療効 率 の向上と副作 用 の軽減を

的 と し た 斉IJ �I�設計 が 可 能で あ る こ と を 示す こ と がで き た 。

3 



第1章 コラーゲンと薬物の親和性に関する基礎的検討

rlI販 の コラ ゲ ン は 午 の 真皮rll >lそ の 微 繊 維 性 で ， 血 小板 が 接触 す る と

血 衿 を 生じ1.1: I f n 効果 を 現 わ す 。 ま た 生 体 内 に 留置 す る と ， 約 5 0日 で ぺ

プタイド ま た は ア ミ ノ般 に ま で 分解 さ れ る 3 7・J 8) 。 コラーゲ ン の 体 内 分 解

性 と 止llU 効 果 と を 利 用 し ， 抗ガ ン 芥IJ を コラーゲ ン 繊 維 に結 合 さ せ ， 切 除

I1J能な ガ ン 組織 の近傍 に留置す れ ば， 薬物 の 局 所濃度 を 高 め 副 作 用 の

終減と |司 n.J に子や阿部仇 のt H rfn をfm え . より 効 率 の 良 い 治療 を 実 施 し 得 る

と 推 測 さ れ る 。 こ の キ ャ リ ア ー に ど の よ う な 薬 物 が 適 当 か を 決 定 す る 目

的 で， コ ラ ー ゲ ン と 作 桶 薬 物 と の 結 合 に 関 す る 検 討 を 行 な っ た 。 コラー

ゲン に 各穐 薬 物 を 吸 収 さ せ て 溶 山 試 験 を 行 な い ， そ の 結 合 性 に関 し 検 討

した 。

第1節 材料と方法

(1) 試薬

コ ラ ーゲ ン は 牛真皮rb来 の 微 繊 維 性 で シ ー ト タ イ プ の A v i t e n e @ (ゼ リ

ア 新薬 ) を 用 い た 。 溶出試験 に は ， 境酸エピル ビ シ ン ( E P 1 ， 協 和 発 酵 ) ， 

5 ・ FU (協 和 発 酵 ) ， ク ロ ラ ム フ ェニ コ ール ( C P ， 三共) ， 硫 酸 ア ミ カ シ ン

( A MK， 高有 製 薬) ， シ ス プラ チ ン ( C D D P ， 日本 化 薬 ) ， マ イ ト マ イ シ ン

C ( M M C ， 協 和1 発 両手) の言1- 6穐類 の 化 合 物 を 用 い た 。 そ の他 の試薬 は す

べ て市販特級品を 川 い た 。 ま た 透 析 膜は 分画分チ 量 1 2 ， 0 00------ 14 ， 0 0 0 の

再 生セ ル ロ ース 膜 (三 光 純 薬 ) を 使 用 し た 。

(Z)サンプルの調製

薬物 の濃度は， 予試験 の結果 か ら 適 当 と 思わ れ る濃 度 を 規 定 し ， E P I 

5 - FU， C P ， 八 MK， M M C ， 及 び C DDP の濃度 を そ れ ぞ れ 2 m g /ml ， 1 m g 

Iml， 3 . 3 m g /m l ， 1 0 m g /m l ， 0 . 4 m g /m l ， 0 . 5 m g /m l に調 製 し ， コ ラ ー ゲ ン

に 吸着させた 。 ま た ， r汲清 状 態 の経11寺的挙 動 を 検 索す る 目的 で ， 溶出試験

の I rf.前 に 試料溶液 を し み込 ま せ た も の ( We t Sa m pl e) と そ れ を 1 日室温 で



然乾燥さ せ た も の ( Or y S a m p l c ) と を調 製 し ， 沢山試験 を 行 な っ た 。 対

照 ( C o n t r o l ) と し て単 な る 溶 液 を 用 い 溶 出試験 を行 な っ た 。

(3)溶出試験

シ ート タ イ プ の コ ラ ー ゲ ン は ， 重量 で 約 8 倍 量の 水 を 添 加 し で も 原形

を保持 し て い る こ と か ら ， コ ラ ー ゲ ン 5 0 m g に 薬 物 溶 液 を O. 4 m l を し み

こ ま せた 。 これ を P ho s p ha t e Bu f f c r ed S a l i n e  ( p H7 . 0 ， P B S ) lm l と 共

に透析チューブに人れ， 5 0 ま た は 1 0 0 m l の P B S 中に 浸 し 撹伴 し た 。 経

時 的 に外 液 を係取 し ， 遊離 し て く る 薬物濃 度 を 測 定 し た 。

(4) 薬 物の測定

( a )  M M C の 定11\

M M C は 分光 光 度 計 ( U - 3 4 1 0， 日立) を 用 い ， 3 6 0 n m に お け る 吸 光 度 を 測

定 し た 。

( b) A MK の 定

T D X シ ス テ ム(ダ イ ナ ポ ッ ト 製 ) を 用 い て鐙 光 偏 光 イ ム ノ ア ッ セ イ

( F P IA ) 法 で 測 定 し た 。

( c ) C  P ， E P 139.4n ) ， 5 - F  U ，C D D P 4 1 ) の 定

H P LC 法 で 以 下 の 条 件 に 従 っ て 測 定 し た 。

1 ) カ ラ ム ; T SK- Gc l O D S - 1 2 0 A  ( 4 6 x 2 5 0 m m )  

2)移動相; E P I: 0 . 0 0 5 M P ho s p ha t e  Bu f f er ( p H 4 .5 ) ー ア セ ト ニ ト リ ル

( 1: 1 ) ，  C P :水ー メ タ ノール ( 3 : 7 ) ， 5 - F U :水ー メ タ ノール ( 9 :1 ) ， C OD P :  

水 - メ タ ノール ( 4 : 1 ) 

3) 測 定 波 長 ， E P l: E x c i t a t i o n ;  4 7 0n m ，  Erni s s i o n ;  5 85 n m ， C P :  2 8 0  

n m ， 5 - FU ;  2 5 0 n m ， C OD P ;  2 5 4 n m ， な お ， C D OP は A n d r e w s ら の 方

法4 1 ) に 従 い D i c t hy l di t hi o c a r b a m a t e( D D T C) 誘導体 と し て 測 定 し た 。

(5)溶出パラメーターの算出

溶山 パ ラ メ ーター ( R at c o f  R c l ea s c ) を 次 式の 様 に 定義 し . 単 位 時 間 あ

たり に溶lil す る 薬物荒 か ら傾き (溶山速度 ) を 算 山 し た 。

Rate o f  Release = (Qn-Qn- 1 )/ (tn-tn- 1 )  (n註1 ) 

:各!時間にお け る 溶J11量， t :サ ン プ リ ング時間
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第 2 節 結 果

(1) 各薬 物の溶出挙動

6 fì主類、 の 薬物 及 び コ ン ト ロ ー ル の ， 累 積 溶出量 ( % ) 一 時 間 曲 線 を F i g .

1 に 示 す 。 E P 1 ， 5・ F U 及 び C P で は溶 出 が 多 少 遅 れ る 傾向 が み ら れ た

が ， A MK は コ ン ト ロ ー ル と ほ と んど 差 が 認 め ら れ な か っ た 。

'J ， し D D P 及 び M M C の Wc t S a m p l e の 溶 出 量 は ， C D D P で 約 7 5 %

M M C で がJ 7 0 % ， ま た ， D r y S a m p l e で は M M C は 約 1 0 % ， C D D P は

殆 ど溶Jllせず . 仙 の 3 つ の 薬 物 で は溶 出 量 が ほ ぼ 1 0 0 % に 達し た の と 対

照的 で あ った 。

次 に ， ì容lil が l 0 0  % に 達した 薬 物 に つ い て ， 5 0 % 溶出時 間 を 求 め た 結

果を T a b 1 e 1 に 示す。 P ， E P 及 び 5 - F U は ， 対 照 に 比 し D ry S a m p le 

で2 "-' 3倍 の 遅 れ が 観察 さ れ た が . A MK は 1 . 3 倍 で 溶 出 量 に 差 は見ら れ

な か っ た 。

(Z) 溶出パラメーターの算出

溶出 に 関 す る パ ラ メ ーター ( R a t e o f  R ele a s e ) を T a b l e 2 に 示 す 。 各 薬

物 と も 負 の 一 定 値 と な り ， E P I及び 5 - F U の 値 は コ ン ト ロ ー ル と の 聞 に

有意な 差 が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の 差 は We t S a m p l e よ り D r y S a m p l e の

方 が 顕 著 で 溶 出 の 遅 れ を 示 す も の で あ る 。

Table 1 .  50 % Release Time vs Drugs from Collagen 

5-FU EPI AM K CP 
Control (min) 12.1 72.2 67.8 27.9 
Wet type (min) 19.6 101.1 73.4 34.3 
Dry type (min) 26.9 174.1 89.4 68.6 
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Fig. 1 .  Release Profiles of Drugs from Wet or 0印Type of Collagen Preparations 
・: Control (Solution)， 0: Wet type， 口: Dry type 
Each point represent the mean of three experiments. 

Ta b I e 2. Slopes for the Time VS. Rate of Release of drugs 
5-FU EPI AM K 

Control (10勺 -20.6 -4.89 ・3.91
Wet type (10.3) -12.6a) -3.27b) -2.95 
0!Ytype (10.3) -7.89a) -1.97b) -3.15 
a) Significantly different from control (p<0.05) 
b) Significantly different from control (p<O.01) 
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第3節 考察

コ ラ ーゲン 分 子 は ， グ リ シン ， プ ロ リ ン ， リ ジン 含 量 の 多 い α鎖 と よ

ば れ る ポ リ ペ プ チ ド鎖 3 本 が 集 合し た 規則的 な 3 重ら せ ん構造 を 有 す る

こ と が知ら れ ており ， こ れ が 水 素結 合 に よ り架橋 を 形成し た マ ト リ ッ ク

ス 構造 を 布 す る 繊 維 で あ る 。 α鎖 は G l y -X-Y と い う 一 連 の ト リ ペ プ チ

ドか ら な り ， 通常 は X ， Y の い ず れ か 一 方 に プ ロ リ ン ， 他 方 に は リ ジン

が多 く 含 ま れ る 榊造 を 有して い る と 言わ れ て い る 42) 。 本 実 験 に 用 い た

E P  1 や 5 - FU で は 溶山 に 有 意 な 遅 れ が み ら れ た 。 一 方 A MK で は 遅 れ が

ら れ な か っ た 。 こ の 現象 は コ ラ ーゲン繊 維 と 各 薬 物 と の 結 合 様 式 の 差

異に基ず く も の と 推 察 さ れ る 。

OOP， M MC で は 溶出量 に 顕 著 な 低 下 が見ら れ た 。 C D D P

M M C に お け る 溶出量 の 減 少 は ， コ ラ ー ゲ ン と 不可逆 的 な 結 合 を し た

か ， 水 に 対 す る 溶解度 が低 い た め C OD P を ー豆 乾 燥 さ せ た こ と に よ り

COOP が 析 出し， そ れ が コ ラ ー ゲン繊維中 に 包 み 込 ま れ 溶 解 しな か っ た

た め と 考 え ら れ る 。



第2章 ア ル ギ ン 酸ナ ト リ ウム添加コラー ゲ ン の 薬物放出制御

前市で 薬 物 と コ ラ ー ゲン と の 親 和l性 に つ い て検 討 し た 結果 ， コ ラ ー ゲ

ン の み で は 雫 適 な 放山挙 動 を 推 察 で き な い 場 合 の あ る こ と が 示 唆 さ れ た

た め ， 放:H を 適 宜抑制 さ せ る 目 的 で ， 数種 の 基剤 を コ ラ ー ゲン に 加 え た

と こ ろ ， ア ル ギン 酸 ナ ト リ ウ ム が 有 望 な 添 加 斉IJ で あ る こ と が 判 っ た D

ア ル ギン円安 ナ ト リ ウム は ， 海藻巾来 の 粘 性 の あ る 多糖類で ， 出 血創面

に強く付着し: H Ihl部位 を 被覆 し 止Ifn効 果 を 示 す と と も に ， 血 小板 の 凝 集

能 を lU進 し ， フ ィ プ リ ン形 成 を 促進 し ， ü: 血 効 果 を 示 す 43- 49 )。 加 え て 抗

原性や刺激性 は ほ と んど認め ら れず ， 安 全 性 に 優 れ て い る こ と か ら 理想

的 な基剤 で あ る と 考 え ら れ る 。 そ こ で ， 抗生物質 の 硫 酸 ア ミ カ シン

(AMK) 及 び抗続剤 の j盆酸 エ ピ ル ビ シン ( E P 1 ) を モ デ ル 薬 物 と し ， ア ル ギ

ノ酸 ナ ト リ ウム を 添加 し た コ ラ ー ゲン の 薬 物 放 出 に 及 ぼ す 効 果 に つ い て

検討 し た 。

第1節 材料と方法

( 1) 試薬

コ ラ ー ゲン は シ ー ト タ イ プ の A v i t e n e⑧ (ゼ リ ア 新 薬 ) を 用 い た 。 A MK

は硫酸 ア ミ カ シン注@ ( 寓有 製 薬 ) 及 び E P 1はフ ァ ル モ ル ビ シン 注⑧ (協和

発酵 ) を ， ア ル ギ ン 酸ナ ト リ ウム は ア ル ト⑧ ( 共成 製 薬 ) を ， そ の 仙 の 試 薬

はすべ て 市販 特 級品 を 用 い た 。 ま た 透 析 膜 は 分 画分 子 量 1 2 ， 0 0 0'"'-' 1 4. 0 0 0

の再牛セ ル ロ ー ス 膜 ( 三光純 薬) を 使 用 し た 。

(2) サンプルの調製

ア ル ギン酸 ナ ト リ ウム の 最終 濃 度 を 2 . 5 m g / m l ， 5 m g / ml ， A MKは 5 m g /

m l ， E P I は 1 m g / m  1 に な る よ う そ れ ぞ れ 調 製 し ， ア ル ギン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液

に 薬物 を 然 解 後 コ ラ ー ゲン に 吸 着 さ せ ， 3 日間室温 で 徐 々 に 乾 燥 後 溶 出 試

験 を 行 な っ た 。 対 照 と し て は ， 薬 物 を ア ル ギ ン酸 ナ ト リウム 溶 液 に 溶 解 し

たサンプル及びアルギン酸ナトリウムを加えずにコラーゲンに吸着させた

サン プ ル の 二 つ を 調 製 し た 。
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(3) 溶出試験

溶J11 試 験 は前章 に 準じ 行 な っ た 。

(4)薬 物の測定

( a )  A MKの 定

T D X シ ス テ ム ( ダ イ ナ ポ ッ ト 製 ) を 用 い て 蛍光 偏光 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 で 測

定 し た 。

( b )  E P I の 定ー

カ ラ ム はμBo n d a s p h c r c 5μ C 18- 1 0 0 (Wa t e r s 社製 ) ， 移 動 相 は 0 . 0 05

M リ ン 酸バ ッ フ ァ ー ( p H 3 ) ー ア セ ト ニ ト リ ル ( 1 : 1 ) ， 測定 波 長 は E x ; 4 7 0  

n m ， ιm ; 5 85 n m で 測定 し た 。

(5 ) アルギン酸ナトリウム添加による薬 物の溶出

アルギ ン 酸ナ ト リ ウ ム と 薬 物 と の 親 和 性 ， さ ら に そ れ を コ ラ ー ゲ ン と

反応 さ せ た 際 の 溶山挙 動 変 化 を 試 験 し た 。

(6) アルギン酸ナトリウム添加濃度と薬 物の溶出

添加 す る ア ル ギ ン 酸 ナ ト リウ ム の 濃 度 に よ る 影 響 を 観察 す る 目 的 で ，

2 . 5 % と 5 % の ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で 試 験 を 行 な っ た 。

(7) 溶出パラメーターの算出

溶出 パ ラ メ ー タ ー(R a t e o f  R e l e a s e ) の 算出 は前 章 に 従っ て 行 な っ た 。

第2節 結果

(1) アルギン酸ナトリウム添加コラーゲンからの薬 物の溶出挙動

19 . 2 に A MK の 溶山試験 の 結果 を 示 す 。 A MK溶 液 に ア ル ギ ン 酸 ナ ト

リウ ム を 添加 す る と ml H に 遅れ が み られ ， そ れ を コ ラ ー ゲ ン に 吸 着 さ せ

乾燥 す る と さ ら な る 溶 出 量 の 低下 が み ら れ た 。 F ig . 3 に EP 1 の 溶出 試 験 の

結果 を 示 す 。 E P 1 溶液 に アルギ ン 般 ナ ト リウ ム を 添 加 し た も の と ， コ ラ

ー ゲ ン の み に 薬 物 を 吸 着 さ せ た 二つ の コ ン ト ロ ー ル で は， ほ ぼ 同 程 度 の

溶l'lJ llt の 低下が み られ ， アルギ ン 酸ナ ト リウ ム 存在下 コ ラ ー ゲ ン に 吸 着

させ た試料 はさら に 顕著 な 低下 が 観察 さ れ た 。
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Fig. 2. Re lease Profi l es of AM K i n  the P resence of Co"a g e n  and  Sod i u m  A lg i nate 
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Â : AM K+5 % Sod i u m  Alg川ate 口: AM K + 5 % Sod i u m  A lg i nate  + Co"agen  
Each po i nt rep resent the  mean o f  th ree exper iments . 
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Fig.3. Re lease Profi les  of EP l  i n  the Presence of:Co l l ag e n  and  Sod i u m  A lg i nate 
・: Contro l  (EPI So l u t i on) ム: E PI + Co"a g e n  
Â : EPI + 5 % Sod i u m  Alg i nate 口: E PI + 5 % Sod i u m  Alg i nate + Co"agen  
Each po i nt rep resent the  mean  o f  t h ree  exper ime nts . 
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of Sod i u m  Alg i nate 
・: Contro l  (AM K  So lu t i o n) ム: AM K + 2.5 % Sod i u m  Alg i nate 
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( 2) アルギン酸ナトリウム添加濃度と薬 物の溶出挙動

A MK を アル ギン般 ナ ト リウ ム 添液 に 添 加 し た 場 合 ， 2 .5 % 及び 5 % 溶 液

で はアル ギ ン 酸ナト リ ウ ム の 濃 度 に 依 存 し た A MKの 溶 出 の 低下 が み ら れ

た が ， こ れ を コ ラ ー ゲン に 吸 収 さ せ た 場 合 は ， 溶 出 に 大 き な 差は 認 め ら

れ な か っ た ( F i g . 4 )。

プJ， E P  1 に つ い て 同一 条 件下 で試験 し た と こ ろ ， 溶 出 は ア ル ギン 酸

ナト リウ ム 濃 度 に 依存せず ， コ ラ ー ゲン の 存在 の 有無 で 差異 が 生 ず る こ

と が 判 明 し た ( F i g. 5 ) 。

( 3) 溶出パラメーターの算出

算出 さ れ た 放山速 度 を そ れ ぞ れ の 測定 時 間 の 中点 に 対 し て 片対数 プ ロ

ットす る と ， い ずれ の 場 合 も 直 線 関係 を 示 す こ と が 判っ た 。 得 ら れ た 薬

物 の 溶出 に 関す る パ ラ メ ータ ー を T a b l e 3 に 示 す 。 コ ン ト ロ ー ル に 比 べ

A MK， E P I と も に コ ラ ー ゲン と アルギ ン 酸 ナ ト リウ ム に 親和性 を 示 し た

が ， A MKで は アル ギ ン 酸 ナ ト リウ ム に 対 す る 親和性 は コ ラ ー ゲ ン よ り強

く， アルギ ン酸 ナ ト リウ ム 濃 度 に 依存 し て A MKの 溶 出 は 顕著 に 抑 制 さ れ

た 。 一方， E P  1 は コ ラ ー ゲン と アル ギン酸 ナ ト リウ ム と 双 方 に 親和性 を

示し た が ， アルギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム に 対 す る 濃 度 依 存 性 は 認 め ら れ な か っ

た 。 以 上 の 結 果 か ら ， コ ラ ー ゲン と アル ギン 酸 ナ ト リウ ム の 併 用 に よ り

A MKあ る い は E P 1 の溶山 速 度 は 制 御 で き る こ と が 確 認 さ れ た 。

Table 3. S lopes  for the Ti me VS. Rate of Re lease of AM K a n d  E PI 
AM K EPI 

Contro l  
With C S  

-48.1 
-11 .48) 

With 2.5 % SA -6.11 b，c) 

With 5 % SA -3.91 b，c，e) 

With C S  and 2，5 % SA -1.21 b，d，f) 

With C S  and 5 % S A  -1.06b川
a) S ign if icant ly di fferent from control (pく0.05)
b) Sign if icant ly different from control (p<0.01) 
c) S ign if icant ly different from C S (pく0.05)
d) S ign if icant ly di fferent from C S (p<O.O 1) 
e) S ign if icantly different from SA (pく0.05)
り Sign if icant ly different from SA (p<0 .01) 
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-25.9 
・2.76b)
・1.53 b) 
-1.94 b) 
ー0.82b，C)
ー0.86 b，c) 



第3節 考察

A MK は コ ラ ー ゲ ン と の 結合 性 は 弱 い が ， ア ル ギ ン 椴 ナ ト リ ウ ム 添 加 で

^ MKの溶t H が 顕著 に 改善 さ れ ， ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム の 濃 度 が 高 い ほ ど

溶出速度 が 抑 制 さ れ た 。 �}j ， E P I は コ ラ ー ゲ ン と ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム

に 同得度 の 親和性 を 示 し ， 両者 の (井用 で さ ら に 溶出が抑 制 さ れ た 。 コ ラ ー

ゲ ン は マ ト リ ッ ク ス 構造 を 維持 し て おり ， ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム も 繊 維

機造 で多 く の 水椴基 を 有 し て い る の で ， 二者 の 混 合 で 複雑 な 立 体構造 が

形成 さ れ ， そ の 間隙 に 薬 物 が進入 し ， こ れ が 薬 物 の 徐放性 に 寄 与 し て い

る と 与 え ら れ る

以上 の 結 果， コ ラ ー ゲ ン 単独 で は 親和性 が 弱 い が ， 可逆 的 な 結 合 様 式

を 示 す薬物 は ， ア ル ギ ン 酸ナ ト リウ ム と の 組 み 合 わ せ で溶 出 が 適 切 に 制

御 さ れ る こ と が わj っ た 。 特 に AMKは ， ア ル ギ ン 酸 ナ ト リウ ム の 存 在 で 溶

出 が 顕著 に 抑 制 さ れ た 。 コ ラ ー ゲ ン と ア ル ギ ン 酸ナ ト リウ ム に 薬物 を 吸

収 さ せ たDDS 製 剤 は . 薬 物 の 局 所 濃度 の 持続 と 全 身 循 環 系 へ 移 行 の 低下

で 副作用 が 軽 減 で き る こ と が 本 実 験 の 結 果 か ら 確 認 さ れ た 。
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第3章 局 所 適 用 型 アミカ シ ン 製 剤 の 試作 と マイ ク ロ ダイ ア リ

シスによる動態評価

外科 手術後の 紡 ! 蘭感染 を 防 ぐ た め に ， 抗 生 物 質 の 筋 注 あ る い は 静 注 に

よ る 全身 投 与 が 行わ れ て い る が ， 全 身性 の 副作 用 ま た は 患者 の QO L の 低

下 を 招 く 恐れ が あ る 。 局所 に 限 定 し た 抗生 物 質 の D DS 製剤 で あ れ ば， 標

的臓器 で 向 い 薬物濃度 を 得 る こ と が nJ fm で あ り ， 循 環 血中 の 濃 度 が 毒 性

レベ ル に 遣す る こ と も な い た め ， 理想的 な 投与 手段 で あ る と 考 え ら れ る 。

こ の よ う な D DS製剤 を nI 能 に す る た め に は ， 生体内 で 分 解 ・ 吸 収 さ れ

薬 物 を 徐々 に 放山す る コ ラ ー ゲ ン は 理想的 な 担体 で あ る 。 抗 生 物 質 の 中

で も 特 に ア ミノグ リ コ シ ド 系 抗生 物 質 は ， 腎 及 び 聴覚毒性 を 有 し ， そ の

母性 は 血 r!1濃 度 と 相 関す る た め 血 中濃度 の モ ニ タ リ ン グ を 要 す る 薬剤 で

ある 。

そ こ で ， 前章 で 試 作 し た A MK含有 ア ルギン 酸 ナ ト リ ウ ム 添 加 コ ラ ー

ゲン 製 剤 を 用 い て ， 局 所 に お け る 薬 物 濃 度 を 高 め ， 循 環 系 へ の 移 行 を 抑

制こ と を 目的 に 、 本 製 剤j を 局 所 適 用 し ， A MK の 動態 を マ イ ク ロ ダ イ ア リ

シ ス を 用 い 検討 し た 。

第1節 材料と方法

( 1) 試薬

コ ラ ー ゲ ン は シ ー ト タ イ プ の A v i t e n e⑧ ( ゼ リ ア 新 薬 ) を 用 い た 。 A MK

は硫酸 ア ミカ シン注@ ( 高有 製 薬 ) を ， ア ル ギン酸ナ ト リ ウ ム は ア ル ト @

( 共 成 製 薬) を 用 い た 。 ま た 透 析膜 は 分間 分 子 量 1 2 ， 0 0 0'"'-' 1 4 ， 0 0 0 の 再 生セ

ル ロ ー ス 膜 (三光 純 薬 ) を 使用 し た 。 マ イ ク ロ ダ イ リ シ ス は ， 分 画 分 子 量

20，0 0 0のMicrodialysis probe C M A / 2 0 ( 全 長 2 4 m m ， 透 析 部 1 0 m m ， B A S 

Ltd ) ， 7癒紙 は G C 5 0 ( 1白径2 5 m m ， 東洋精紙) を 用 い ， そ の 仙 の 試 薬は す べ

て市販特級品 を Jll い た 。

(2)動物
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W i s t a r 系 雄性 ラ ット ( 2 5 0・ 3 0 0 g ， 三 協 ラ ボ ) を 使用 し た 。

(3) AMK含有アルギン酸ナトリウム添加コラーゲン製剤の調製

lO m g の ア ルギ ン 椴ナ ト リウ ム をO.4 m l の A MK 溶 液 ( 5 m g / m l ) に 加

え ， コ ラ ー ゲ ン シ ー ト と 反 応 さ せ 3 日間室温 で 乾燥 さ せ た 。 ま た ， 対象

と し て 直径2 5 m m の 鴻紙2 枚 に 同液 を 吸 収 さ せ た 。

( 4) AMK濃度の測定

T D X シ ス テ ム ( ダ イ ナ ボ ッ ト 製 ) を 用 い ， 蛍 光 偏光 イ ム ノ ア ッセ イ 法 で

測 定 し た 。

( 5 ) 蛋白 結合率の測定

1 0 IL g / m 1 の AMK溶 液 を ラ ッ ト 血 艇 に 加 え ， 限 外 鴻 過 法 に よ り 非 結 合

型 の AMK濃度 を 測 定 し た 。 限 外 j慮 過 に は C e n t r i f r e e @ ( アミコン ) を用い ，

4，000 r p m で 5 7t I日J J主'L、う〉期fした。
( 6) マイクロダイアリシス50，51)によるin vitroでの回収

AMK の 最終濃 度 が 1 0 Il g / m I の リ ン ゲ ル 液 と ラ ッ ト 血 紫 を 調 製 し ， そ

の 中 に p ro b c を 入 れ ， p r o b e に 一 定 の 流 速 ( 3 1'- 1 /  rn i n ) で リ ン ゲ ル 液 を

循環 さ せ た 。 開始2 0分 後 よ り 1時 間 透 析 液 を 集 め A MK濃 度 を 測 定 し

た 。 M i c r od i a l y s i s p r o b e の 精造 を F i g . 6 に 示 す 。

AMK の 同 収 率 は 以 下 の 式 に よ り 算出 し た 。

RJ i trn = d iaJysate concent rat ion  Vltro 一 一
surro u n d i ng concentrat ion 

( 7) ラット肝ECFからのin vivo回収

ラ ッ ト を ぺ ン ト パ ル ビ タ ー ル の 腹腔内 投 与 ( 5 0 m g / k g ) で 麻酔 後 ， フ ッ

ト の 肝右葉 の 中 心 に プ ロ ーブ を 押入 し ， 接 着 剤 ( ア ロ ン ア ル フ ァ ， 三共)

に よ り 同定 し た 。 AM K ( 1  0 11. g / m 1 ) を イ ン フ ュ ー ジ ョ ン ポ ン プ で 1 時間

循環 さ せ 安 定 化 筏 ， 透 析液 を 1 n寺問採 取 し ， AMK の 流 入濃 度 と 流 出濃 度

を 測 定 し た 。 マ イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス の 模式図 を F i g . 7 に 示 す 。

肝 細 胞外液 か ら の A MK の 回 収 率 は 以下 の 式 に よ り 算 出 し た 。

Rvivo = 1 ・effl uent d ia lysate concentrat ion 
inf l uent dialysate concentration  

.、.，(

 

ー
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(8) マイクロダイアリシスによるAMKの局所薬 物動 態

ラ ッ ト を ぺ ン ト パ ル ビ タ ー ル の 腹開 内 投 与 ( 5 0 m g / k g ) で 麻 酔後大 腿 静

脈にカ ニ ュ ー レ を 仲人 し た 。 さ ら に 正中 線 に 沿 っ て 開 腹 し ， 肝 臓 の 右葉

の 中 心 部 に フ ロ ー ブ を 挿 入 後 ， プ ロ ー プ に 対 し平 行 に A MK 含 有 コ ラ ー

ゲ ン を 添精 し た 。 プ ロ ー プ に 一 定 の 流 速 ( 3 μ l / m i n ) で リ ン ゲ ル 液 を 循

環 さ せ ， 1時間毎 に 透析 液 を 採取 し た 。 血 液 サ ン プ ル は 大 腿 静 脈 の カ ニ

ューレ か ら 2 0 0 fL 1 採 取 し ， 3 ， 0 0 0 R P M で 1 0 分 間 遠 心 分 離 後 血殺 を 分 離

し た 。 得 ら れ た サ ン プ ル は 測 定 ま で・ 2 () OC で 保 存 し た 。

肝EC F の A MK 濃度 は 以 下 の 式 に よ り 算出 し た 。

CFr.F 
= effl uent  d ia lysate concentrat ion 

ECF 一 一一 ・• 'VIVO 

薬 動 力学的 パ ラ メ ー タ ー ( a r e a u n d e r  t h e  c u r v e ， A U C ;  m e a n  r e s i d e c e  

T i m e， M R  T ) は モ ー メ ン ト 解 析 5 2) に よ り 算出 し た 。

第2節 結果

( 1) AMKの蛋白 結合率及びマイクロダイアリシスの回収 率

A MK の 蛋 白 結 合 率 及 び i n v ilr o に お け る リ ン ゲ ル 液 と ラ ッ ト 肝 E C F

か ら の 回 収 率 を T ab I e 4 に 示 す 。 A MK は ほ と ん ど が 遊 離 型 で あ り ， ま た ，

AMK の M i c r o d i a l y s i s p r o b e か ら の 回 収 率 は ， リ ン ゲ ル 液 と ラ ッ ト 肝

EC F で ほぼ同程 度 で あ っ た 。

T a b l e  4. Plasma Prote i n  Bi n d i ng and Recovery Rat io of AM K 
Va l u e  (0/0) 

Plasma Prote in  Bi n d i n g  
U n bo u n d  fract ion  i n  p lasma S15.3 + 1.2 

Recovery Rat io 
The l iver  ECF (ín vivo) 11.2 + 1.9 

R i nger's so lu t ion  (in vitro) 13.1 + 0.2 

Data are expressed as t he  mean + S.O. (n =3) . 

8 



CZ) マイクロダイアリシスによるAMKの動 態 解析

モー メ ン ト 解 析 に よ り 得 ら れ た rfll築中 及 び 肝 E C F 中 A MK の 薬 動力 学

的パラメーターをTable 5 に 示す 。 コ ラ ー ゲン を 担体 と し た 製 剤 を 局 所

適用す る と ， 対照 と し て 用 い た 液紙 に 比 べ ， A U C 及 び M RT は 高 い 値 を

示 し ， AMK の r(u 紫 巾 と 肝 E C F中 の M RT は そ れ ぞ れ 4�5 倍 に 増大 し た 。

さ ら に ， 薬物 の 肝 E C F - 血 紫 A U C 比 は ， コ ラ ー ゲン 製 剤 が鴻紙 に 比 し

有意に 高 い 伯 を 示 し た ( p < 0 . 0 5 ) 0 F i g. 8 に 血焚中 と 肝 E C F 中 の A MK

濃度 の 推移 を 示 す 。 憾紙 を 用 い た 場 合 は 2 4 時 間 後 に は 検 出限界以下と な

っ た が 。 ラ ー ゲン製 剤 は 2 4 時 間 後 も 2 μ g / m l以 上 の 比 較 的高 濃 度 を 維

持 し た 。

T a b l e  5. Pharmacok i net ic  Parameters of AM K in P lasma and  Liver  ECF after Local 

Appl icat ion of Co l lagen S h eet  (CS)  o r  F i l te r  Paper  (FP)  P re paret ions 

Parameter 

AUC (hr . mg/ml )  

MRT (h) 

AUC ratioc) 

AM K + SA + FP 

P lasma 

1 4.3:t1 .9 

Liver ECF 

23.6 + 5.8 

2 .7:t0.8 2.7 + 0 .7' 

1 . 6 1  + 0 .24 

Data are expressed as the  mean :tS . D . (n=3) . 

a) S ign i f icant ly d i ffe rent from AM K+SA+FP (p<0 .01) . 

b) Sign i f icant ly  d iffe rent  from AM K+SA+FP (p<O . OE>) . 

c) Liver EC F-to・p lasma A U C  rat io . 

AM K + S A  + C S  

P l asma 

3 1 .9 + 3 .7a) 

1 0 .8 + 1 .7a) 

Live r ECF 

93.8 + 24. 0a) 

1 3.9 + 5.0 

2.95 + 0.67b) 
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Fig. 8. Plasma (0) and  Live r ECF (.) Concentrat ions  of AM K after  Loca l  App l i cati 
on of the F i l ter  Paper  (Pane l  A)  and  C o l l ag e n  S h eet  (Pane l  8)  S u p p l e m e nted with 
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The dose of AM K i s  2 mg i n  a l l  the cases . Each po in t  and  vertical  bar  rep resent the  
mean :t S .  D. o f  th ree rats . 

考 察第3節

コ ラ ー ゲ ン を 用 い た A MK の DD S 製 剤 に つ い て 体 内 動 態 を 検 討 し た 。

肝 代謝 を 受 け変 化 体 と し て 腎臓 か ら 排 池 さ れAMK は そ の ほ と ん ど が

ラ ッ ト 肝 臓 表 面 に 適 用 後 の 休内 動 態 を 解 析 す る 際 の モデ ルない た め 5 J) 

ム叩 試 作 し た A MK 含有 ア ル ギ ン 酸 ナ ト薬物 と し て 最 適 と 考 え ら れ る 。

対 照 と し て 用 い たF If1 A MK 濃 度 は ，リウム 添 加l コ ラ ー ゲ ン 製剤 の 肝 E

こ の A MK 濃 度 の 持続 は jn vjtr o 精紙 と 比較 し 長時間1高濃度 を 維 持 し た 。

A MK と ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び コ ラか ら 明 ら か な よ う に試験 の 結

肝 E C F 中 A MK 濃 度'J ， ー ゲ ン と の 高 い親和性 に よ る と 考 え ら れ る 。

従来 の 肝 ホモ ジエネー ト を 験夕、 イ ア リ シ ス はの測 定 に 用 い た マ イ ク

抽出 時 の 分 解 な ど を 無ー而 に 残存 す る 薬 物肝臓J法 に 比 べ体とす る

ロ1所 投 与 時 の 組織 Eに 注 入 で き る の でサ ン プ ル を 直懐 H P L視でき

CF中 濃 度 を 測定 す る 手段 と し て 優れ た 装 置 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。

コ ラ ー ゲ ン 製 剤 適 用 後 の 肝 E C F 中 A MK 濃 度 は .

ー の 比 較 的 高 濃 度 を 維2 4 時 間 後 も 2 μ g / m I以

( )  2 

す よ う に ，

オ1，2相性 の 椛移 が 観察

F ig. 



持 し た 。 こ の 2 相 性 の 第 1 相 ( O - 6 h r ) は ， ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム あ る い

は コ ラ ー ゲ ン と 弱 い 結 合 状 態 の A MK が コ ラ ー ゲ ン か ら 急 速 に 遊 離 し た

結 果 で ， 第 2 村 J ( 6 - 2 4 h r ) は ， 適 度 な 結 合 状 態 に あ っ た A MK が 徐 々 に 遊

離 し た 結 果 と 推 測 さ れ る 。 こ の 2 相 性 の 推 移 は ， 薬 物 が 初 期 に 標 的 臓 器

で 高 濃 度 に な る の で ， 手 術 後 の 細 菌 感 染 の 防 御 に 効 果 的 と 考 え ら れ る 。

AMK の 腎 毒 性 あ る い は 聴覚毒 性 が 発 現 す る と さ れ る 血 中 の 毒 性 レ ベ ル は

ピ ー ク 濃 度 及 びト ラ フ 濃 度 が そ れ ぞ れ 3 0 μ g / m I ， 5 μ g / m  I で あ る 。 コ

ラ ー ゲ ン 製 剤 適 川 後 の ^ M K の 血 中 濃 度 は ピ ー ク 濃 度 が 3 μ g / m I 以 下 で ，

6 時 間 以 降 は 2 tL g 1 m  I 以 下 を 推 移 し た こ と か ら ， 循 環 系 へ の 移 行 に よ る

母 性 の 発 現 は rr-1] 避 で き る と 推 察 さ れ る 。

ノ) ， M .  E . D .  B o r e ら ( 1 9 9 1 ) 5 1 ) の A. MK を 静 注 し た 際 の A U C を 参

考 に ， 日 F 表 面 か ら の 吸 収 率 を 算 山 す る と ， 木 製 剤 を 用 い た 場 合 の 吸 収 率

は が� 7 5  % で ， 肝臓 か ら の 吸 収 が 良 好 で あ る こ と が わl っ た 。

以上 の 結 果 か ら . アル ギン 酸 ナ ト リ ウ ム 含 有 コ ラ ー ゲ ン シ ー ト に A M K

を 添 加 し て 肝 臓 表 面 に 局 所 適 用 す る こ と は ， 局 所 に 限 定 し た 組織 E C F の

薬 物 濃 度 を 持 続 可 能 で 優 れ た 剤 型 で あ る こ と が 判 明 し た 。 ま た ， 局 所 投

与 の 評 価 に ， マ イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス が 有 用 で あ る こ と も 確 認 で き た 。

2 I 
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第 4 章 P 糖 蛋 白 阻 害 剤 シ ク ロ ス ポ リ ン A 及 び エ ト ポ シ ド 含 有

コ ラ ー ゲ ン 製 剤 の 局 所 適 用 と そ の 動態評価

癌 化 学 療 法 に お い て は 多 剤 耐 性 が 大 き な 治 療 上 の 問 題 と な っ て お り ，

そ の メ カ ニ ズ ム は P 糖 蛋 白 に よ る 薬 物 の 細 胞 外 へ の 汲 み 出 し に よ る こ と

が 明 ら か と な っ て き た 7 ・1 1 ) 。 そ こ で ， p 糖 蛋 白 阻 害 剤 を 抗 癌 剤 と 組 み 合

わ せ て 投 ，} し ， 多 剤 耐 性 を 克 服 し よ う と す る 試 み が な さ れ て お り ， 既 に

海 外 で は P 納 蛋 " J �n 害 剤 C y A を 川 い た 臨 床 試 験 が 実 施 さ れ て い る I 9 - 2 I ) 。

ノJ . P 粉i 蛋 (1 は 段 々 な 正 常 組 織 の 細 胞 膜 上 に 存 在 し て い る こ と が 報
告 さ れ て お り 、 特 に 肝 臓 及 び 腎 臓 で は ， 異 物 の 体 外 へ の 排 出 ポ ン プ と し

て 薬 物 の 排 世 に 関 与 し て い る こ と が 明 ら か と な っ て い る 5 4 ・ 5 7 ) 。

市 で は . p 糖 蛋 白 に よ る v P - 1 Ó の 胆 汁 排 池 を 抑 え る 目 的 で ， p 糖
蛋 白 肌 存 薬 C y A 及 び 抗 癌 剤 エ ト ポ シ ド( V P - 1 6 ) を コ ラ ー ゲ ン に 吸 収 さ せ

た 局 所 適 用 型 製 剤 を 試 作 し ， ラ ッ ト の 肝 臓 表 面 に 装 着 さ せ ， 肝 E C F 中 の

V P  - 1 6濃度 を 高 め る こ と を 試 み た 。 さ ら に ， V P - 1 6 の 血 中 ク リ ア ラ ン ス

及 び 胆 汁 ク リ ア ラ ン ス に 及 ぼ す C y A の 影 響 を 知 る 目 的 で ， C y A を 併 用

し た 際、 の V P - 1 6 の 体 内 動 態 に つ い て も 検 討 し た 。

第 1 節 材料と方法

(1)試薬

コ ラ ー ゲ ン は A v i t c n e @ ( ゼ リ ア 新 薬 ) を 用 い た 。 エ ト ポ シ ド ( V P - 1 6 ) は

べ プ シ ド 注 @ ( ブ リ ス ト ル マ イ ヤ ー ズ ス ク イ ブ ) を 、 シ ク ロ ス ポ リ ン A ( C y  

A ) は サ ン デ ィ ミ ュ ン 注 ⑨ ( サ ン ド薬 品 ) を 用 い た 。 C y A 末 は サ ン ド薬品 よ

り 提 供 を 受 け た 。 ま た溶 出 試 験 の 透 析 膜 は 分 画 分 子 量 1 2 ， 0 0 0 "-' 1 4 ， 0 0 0 の

再 生 セ ル ロ ー ス 膜 ( 三 光 純 薬 ) を 使 用 し ， マ イ ク ロ ダ イ リ シ ス は 分 画 分 子

rt 2 0 ， OOO の M i c r o d i a l y s i s p r o b e  C M A / 2 0 ( 全 長 2 4 m m ， 透 析 部 1 0 m m ， B 

A S  Ltd . ) を 用 い た 。 そ の 仙 の 試 薬 は す べ て 市 販 特 級 品 を 用 い た 。

2 2 
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(2) 動 物

W i s t a r 系 雄 性 ラ ッ ( 2 5 0 - 3 0 0 g ， 三 協 ラ ボ ) を 使 用 し た 。

(3 ) 薬 物 含有コラーゲン の調製

2 0 m g / k g の V P - 1 6 ( 2 0 m g / m l ) を 5 0 m g の コ ラ ー ゲ ン シ ー ト と 吸 収 さ せ

3 日 間 空 泊 で 乾 燥 さ せ た 。 V P - 1 6 含 有 C y A 添 加 コ ラ ー ゲ ン は ， 4 0 m g / k g 

の C y A 末 を V P - I 6 i夜 に 溶 解 後 コ ラ ー ゲ ン シ ー ト と 反 応 さ せ た 。

( 4) 溶出試験

in  v i l r o で の コ ラ ー ゲ ン シ ー ト か ら の V P - 1 6 の 放 出 を ， 前 章 と 同 じ 方

法 で 行 な っ た 。

( 5 )  V P - 1 6 濃度の測定 5 8 ) 

透 析 液 及 び ÚlL �走 中 V P - 1 6 濃 度 は H P L C 法 で 測 定 し た 。 マ イ ク ロ ダ イ

ア リ シ ス の 透 析 液 は 無 処 理 で 直 後 H P L C に 注 入 し た 。 血 紫 サ ン プ ル

( 1 () 0 μ 1 ) は 内 部 標 準 物 質 ( 5 ， 5 - d i p h e n y ハl y d a n t o i n ) 5 μ ! と と も に 0 . 5

m l の ク ホ ル ム と 混 合 し ， 1 0 分 間 振 と う し た 後 ， 3 ， 0 0 0  r p m で 1 0 分

間 遠 心 分 離 し た 。 そ の 上 清 を 減 圧 下 ( 5 0 t:: ) で 濃 縮 乾 燥 後 ， 1 2 0 μ ! の 移

動 相 で 溶 解 し ， H P L C に 注 入 し た 。 H P L C は 以 下 の 条 件 で 測 定 し た 。

カ ラ ム ， C O S M O S I L  C 1 R ( 4 6 x 1 5 0 m m ， ケ ム コ ) ， 移 動 相 ， m e t h a n o l ! 

w a t e r  ( 5 1 : 4 9 ) ， 流 速 ， 1 . 0 m l / m i n ， 測 定 波 長 . 2 2 9 n m  

(6) 蛋白 結合率の測定

1 0 及 び 1 0 0 μ g / m l の V P - 1  6 溶 液 を ラ ッ ト 血 紫 に 加 え 限 外 漉 過 法 に よ

り 非 結 合 型 の V P - 1 6 濃 度 を 測 定 し た 。 限 外 鴻 過 に は C e n t r i f r e e @ ( ア ミ

コ ン ) を 川 い ， 4 ， 0 0 0  r p m で 5 分 11 11 逮 心 分 離 した。
( 7 ) マイクロダイアリシス50・ 5 1 ) によるin vitroでの回収

V P - 1 6 の 最 終 濃 度 が ] 0 0 μ g / m l の リ ン ゲ ル 液 を 調 製 し ， そ の 中 に

p r o b c を 入 れ ， p r o b e に 一 定 の 流 速 ( 3 Il l l m i n ) で リ ン ゲ ル 液 を 循 環 さ

せ た 。 開 始 2 0 分 後 よ り 1 時 間 透 析 液 を 集 め V P - 1 6 濃 度 を 測 定 し た 。

V P  - 1 6 の 回 収 率 は 以 下 の 式 に よ り 算 出 し た 。

Rvi ! ro =
d ia lysate concentrat ion 

su rrou n d i ng concentrat ion 
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( 8) ラット肝ECFからのin v i voでの回収

ペ ン ト パ ル ビ タ ー ル 麻 酔 下 で ， ラ ッ ト の 肝 右 葉 の 中 心 に プ ロ ー ブ を 挿

入 . し ， 後 着 剤 ( ア ロ ン ア ル フ ァ ， 三 共 ) に よ り 固 定 し た 。 V P - 1 6 ( 1 0 0 

tL g / m I ) を イ ン フ ュ ー ジ ョ ン ポ ン プ で 1 時 間 循 環 さ せ 安 定 化 さ せ た 後 ， 透

析 液 を 1 n寺 問 採 取 し ， V P - 1 6 の 流 入 濃 度 と 流 出 濃 度 を 測 定 し た 。

肝 E C F か ら の V P - 1 6 の 同 収 不 は 以 下 の 式 に よ り 算 出 し た 。

effl uent  d ia lysate concentrat ion  
Rvivn = 1 ・…V i n f l uen t  d i a lysate concentrat ion  

( 9 ) マイクロダ イアリシスを 利 用 し た V P - 1 6 の局所薬 物動 態

ラ ッ ト を ぺ ン ト パ ル ビ タ ー ル の 腹 腔 内 投 与 ( 5 0 m g / k g ) で 麻 酔 後 大 腿 静

脈 及 び 頚 静 脈 に カ ニ ュ ー レ を 挿 入 し ， さ ら に 正 中 線 に 沿 っ て 開 腹 し ， 肝

臓 の 右 葉 の 中 心 部 に プ ロ ー プ を 挿 入 後 ， プ ロ ー プ に 対 し 平 行 に V P - 1 6 含

コ ラ ー ゲ ン を 肝 表 面 に 添 着 し た 。 プ ロ ー プ に 一 定 の 流 速 ( 3 μ I / m i n )

で リ ン ゲ ル 液 を 循 環 さ せ ， 1 時 間 毎 に 透 析 液 を 採 取 し た 。 血 液 サ ン プ ル

は 頚 静 脈 の カ ニ ュ ー レ か ら 2 0 0 11. I 採 取 し ， 3 ， 0 0 0  R P M で 1 0 分 間 遠 心

分 離 後 血 紫 を 分 離 し た 。 得 ら れ た サ ン プ ル は 測 定 ま で - 2 0  'c で 保 存 し た 。

肝 E C F の V P - 1 6 濃 度 ( C E C F ) は 以 下 の 式 に よ り 算 出 し た 。 ま た ， V P -

1 6 及 び C y A の 静 脈 内 投 与 は 大 腿 静 脈 よ り 行 っ た 。

C ECF
- effl u ent d ia lY竺竺三oncentrat ion・ - -

Rvivo 
(10 )  V P - 1 6 の血 中 ク リアラ ンス及び胆 汁 排 池 に 及ぼ す 仁 y Aの効 果

ラ ッ ト に エ ー テ ル 麻 酔 下 で ， 大 腿 動 脈 及 び 静 脈 に は カ ニ ュ ー レ ( P E -

5 0 ) を ， 胆 管 に は カ ニ ュ ー レ ( P E - 1 0 ) を ， 尿 管 に は カ ニ ュ ー レ ( P E - 2 0 0 )

を 挿 入 し た 。 覚 醒 後 ， V P - 1 6  ( 5  m g / k g ) 単 独 あ る い は C y A ( 1 0 m g / k g ) と

併 用 で 静 注 し た 。 一 定 間 隔 で 胆 汁 及 び 尿 を 集 め ， 血 液 ( 1 0 0 μ 1 ) は 胆 汁 及

び 尿 の 採 集 の 中 間 点 で 係 取 し た 。 得 ら れ た サ ン プ ル は 測 定 ま で - 2 0  'c で 保

存 し た 。

血 中 ク リ ア ラ ン ス 及 び 胆 汁 排 出f に 及 ぼ す C y A の 効 果 を 比 較 検 討 す る た

め に ， モ ー メ ン ト 解 析 5 2 ) に よ り 薬 動 力 学 的 パ ラ メ ー タ ー ( t o t a l p l a s m a  

c l e a r a n c e ， C l t o t ; a r e a  u n d e r  t h e c u r v e ， A U C ;  m e a n  r e s i d e n c e 
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t i m e ，  M R T ) を ， ま た 以 下 の 式 に よ り 胆 汁 排 池 ク リ ア ラ ン ス ( C L b i 1 e ) を 算

出 し た 。

i on  rate (μg/m in )  
C LhilA = LJ IIU p lasma conc. (μg/m l )  

第 2節 結果

( 1) V P - 16 含有コラーゲン製 剤l の溶出試験

Ín v Í t r o の コ ラ ー ゲ ン シ ー ト か ら の V P - 1 6 の 溶 出 試 験 を 行 い ， 5 0 % 溶 出

時 間 は コ ン ト ロ ー ル 及 び コ ラ ー ゲ ン で そ れ ぞ れ 2 8 6 + 5 6 分 及 び 2 2 4 士 3 8

分 で I V P - 1 6 は コ ラ ー ゲ ン と は 殆 ど 結 合 し て い な い こ と が 判 っ た 。

( 2 ) V P - 16 の血 媛 蛋 白 結合率及びマイクロダ イアリシ スの回収 率

in v Í t r o 及 び l n V J V O に お け る マ イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス で 採 取 し た 血 紫 の

蛋 白 結 合 京 及 び 回 収 率 を T a b l e 6 に 示 す 。 V P - 1 6 の 遊 離 型 の 割 合 は 1 5 - 1 7

% で I C y A 添 加 に よ り 結 合 率 は 変 化 し な か っ た 。 ま た I Í n  v Í v o に お け る

マ イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス か ら の 回 収 率 は 1 4 - 1 5 % で I C y A 添 加 に よ り 影 響

を 受 け な い こ と が 判 っ た 。 方 ， Í n  v Í t r o の リ ン ゲ ル 液 か ら の 回 収 率 は 約

3 3 % で 肝 E C F に 比 し 有 意 に 高 い 値 で あ っ た 。

T a b l e  6 .  P lasma p rote i n  b i n d i n g  and in vivo recovery rat io  of VP- 1 6 i n  the absence 
or  p resence of CyA， and in vitro recovery rat io  of V P- 1 6  in  R i nger 's  so l u t ion across the  
m icrod ialys is  p robes. M ean :t SD (n  = 4) . 

VP- 1 6  concentration  (μg/mり

CyA concentrat ion (μg/ml )  

U nbound fract ion in  p lasma 

In vivo recovery rat io  from l iver ECF 

t n  vitro recovery rat io  
in  R i nger 's  so l u t i on  

N D :  Not determ ined . 

VP- 1 6 o n ly 

1 0  

1 6 .9 :t 1 .3 

1 5 .2 :t 1 . B 

32.9 :t 1 .5 

2 5 

1 00 

1 5 .2 :t 1 .4 

- N D 

- N D 

VP- 1 6 + CyA 

1 0  1 00 

20 200 

1 7 . 1 :t 0 . 7 1 4.9 :t  1 .9 

1 4. 7 :t 1 .6 1 4.4 :t 2 .0 

-N D - N D 



(3) V P - 1 6 の血 中 ク リアラ ンス及 び胆 汁 排 ;世 に 及 ぼ す 仁 y Aの効 果

V P  - ] 6 含 有 コ ラ ー ゲ ン シ ー ト を ラ ッ ト の 肝 臓 に 俊 着 さ せ た 際 の ， 肝 E C F

及 び 血 紫 r 1 1 の V P - 1 6 濃 度 を マ イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス で 測 定 し た 結 果 を F i g .

9 に 示 す 。 V P - 1 6 合 y A 添 加 コ ラ ー ゲ ン を 用 い た 場 合 ， 血 紫 中 V P - 1 6 の

C m � X が 対 照 併 の 約 1 / 2 以 下 に 抑 え ら れ た 。 ま た ， 肝 E C F 中 の V P - 1 6 濃 度 は

投 与 後 速 や か に 一 過 性 の ヒ 界 を 示 し ， 5 I時 間 後 以 降 は 1 0 μ g / m l 以 上 の 比 較

的 高 濃 度 を 2 4 時 間 後 も 維 持 し た 。 C y A を 含 ま な い V P - 1 6 含 有 コ ラ ー ゲ /

で は ， n r F 1 1 ' V P - 1 6 濃 度 は 投 与 1 '"'-' 2 時 間 後 に 一 過 性 の 上 昇 の 後 急 速 に

減 少 し ， 2 4 時 間 後 に は 検 山 限 界 以 下 と な っ た 。 モ ー メ ン ト 解 析 に よ る 動 態

パ ラ メ ー タ ー を T a b 1 e 7 に 示 す 。 C y A 添 加 に よ り V P - 1 6 の 肝 E C F 中 の A U

C 及 び M R T は ， そ れ ぞ れ 2 倍 及 び 3 倍 と な り ， 肝 E C F - p l a s m a A U C 

R a  t i 0 は . 肝 臓 に 局 所 適 用 し た 場 合 お よ び 静 注 し た 場 合 で そ れ ぞ れ 3 2 '"'-' 

3 9 及 び 0 . 1 7 と 著 明 な 差 が 認 め ら れ た 。

T a b l e  7. Pharmacok i net i c  parameters of VP- 1 f) i n  p lasma a n d  l iver  ECF after loca l  
app l icat ion  of co l l agen  sheet  (CS) preparat ions  to rat  l iver surface in  the  absence o r  
presense o f  CyA， and after  bo l u s  i nt ravenous ad m i n i st rat ion  of VP- 1 6  wi th  CyA. 
Mean :t S D  (n = 4) . 

Parameter VP- 1 6 + C S  

Plasma ECF 

AUC (hr・μg!ml) 6 . 70 :t 2 .90a) 207 :t 1 07b) 

M RT (hr) 1 . 62 :t 0 . 25a) 3 . 79 :t 1 .56 

AUC ratiof) 32 :t 1 68) 

VP- 1 6 + C yA + C S  

PlasπlCl ECF 

1 6 . 1 :t 1 4 .3c) 45 1 :t 1 1 5a) 

1 .98 :t 0 .4 6d) 1 0 . 1 :t 1 . 8a.e) 

39 :t 1 8a1 

VP- 1 6 + C y A  ( iv )  

P las円1a ECF 

1 70 :t 24 29. 1 :t 7 . 3 

4 .66 :t 0 . 85 2 .3 1 :t 0 . 44 

0 . 1 8  :t 0 . 04 

a) Sign if icant ly different from VP- 1 6  + Cy A ( iv )  (p<O .O -1 ) ， as assessed b y  Welch 's t-test 

b) Signif icant ly d i fferent from VP- 1 6  + C y A  ( iv) (p<0 .05) ， as assessed b y  Welch's t - test 

c) Sign if icant ly different from VP- 1 6  + Cy A ( iv) (p<0 .0 1 ) ，  as assessed b y  Student 's  t - test .  

d) S ign if icant ly different from VP- 1 6  + Cy A ( iv)  (p<0 .05) ， as assessed b y  Student 's t -test . 

， e) Sign if icant ly di fferent from VP- 1 6  + C S  (p<O .0 1 ) ， as assessed b y  Student 's  t - test .  

り Liver-to-p lasma AU C  rat io . 
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VP・ 1 6 の 血 r 1 1 ク リ ア ラ ン ス 及 び JlQ 汁 排 池 に 及 ぼ す C y A の 効 果 を 検 討

し た 結 果 を F i g .  1 0 に 示 す 。 C y A {)t 川 に よ り V P - 1 6 の 血 中 濃 度 が 有 意 に 上

昇 し ， 胆 n- 排 71� が 有 意 に 減 少 し た 。 V P - 1 6 の 血 紫 ク リ ア ラ ン ス は ， C y A  

を 併 用 す る こ と に よ り ， 1 9 . 2 土 5 . 1 m l ! m i n / k g か ら 6 . 7 + 1 . 4 m l / m i n / k g  

に 減 少 し ， そ の 抑 制 率 は 6 5 % で あ っ た 。 ま た ， 胆 汁 ク リ ア ラ ン ス は C y

A 併 用 に よ り 8 0 - 9 0 % 抑 制 さ れ た 。 方 ， 尿 排 池 ク リ ア ラ ン ス は V P - 1 6

単 独 投 与 で は 4 m l / m i n / k g で あ っ た が ， C y A の 併 用 に よ り 3 m l ! m i n / k g に

減 少 し た 。

1 20 Lo c a l  a p p l i c a t i o n  1 20 "‘、
E w i t o u t  CyA w i t h  C yA 、、、
3 80 80 80 
υ c 
υ 。 40 40 40 
∞ 
a 〉，- 一匂。 ーベ;ò. 0 

6 1 2  1 8  24 。 6 1 2  1 8  24 。 6 1 2  1 8  24 
Time (hr) Time (hr) Time (hr) 

F i g .  9 .  Plasma (0) and l iver ECF  (・) l eve l s  of VP- 1 6  after loca l  app l i cat i on  of 
co l l agen sheet (CS) preparat ions  to rat  l iver  surface in the  absence (A) o r  p resense 
(B) of CyA， and  after bo lus i nt ravenous adm i n i st r at ion  of VP- 1 6 with CyA (C) . The 
doses of VP- 1 6 and CyA are 20 mg/kg and  40 mg/kg ， respective ly ， i n  a | | t he  cases ­
Each po i nt and  vert ical bar  represent the mean ::t S D  of 4 rats . 
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F i g . 1 0. P lasma concent rat i on  p rof i l es  (A) and  b i l i a ry excret i on  c lea rances (8) of  
VP・ 1 6 after i ts i nt ravenous ad m i n i strat i on  (5 mg/kg) wi thou t  (o pen  symbo l  or  co l u ­
mn) or with (c losed symbo l  o r  co l umn )  1 0  mg/kg of CyA. Each va l u e  and  vert ica l  ba r  
represent the mean  :t SD of  7 (wi th o ut CyA) and  4 (wi th  CyA) rats . 安S ign i f icant ly
d ifferent from VP- 1 6  on ly ad m i n i strat i on  ( p くO . OS) ， as assessed by Student 's  t-test. 

第 3 節 考 察

P 糖 蛋 白 阻 害 薬 C y A 及 び V P - 1 6 含 有 の 局 所 適 用 型 コ ラ ー ゲ ン 製 剤 を 試 作

し ， ラ ッ ト の 肝 臓 表 而 に 装 着 し ， V P - 1 6 の 体 内 野j 態 を 解 析 し た 。 コ ラ ー ゲ

ン を 薬 物 キ ャ リ ー と し た 局 所 適 用 型 製 剤 は ， 全 身 循 環 血 液 中 に 移 行 す る 薬

物 量 を 抑 え ， 局 所 薬 物 濃 度 を 高 め る こ と が 判 っ た 。 こ の こ と か ら 制 癌 剤 の

副 作 用 を 軽 減 し ， 局 所 fIíリ 癌 効 果 を 高 め 得 る こ と が 確 認 で き た 。

方 ， C y A の 併 用 に よ り 肝 E C F � I V P - 1 6 濃 度 の 持 続 化 が 認 め ら れ た が

， こ れ は C y A が 肝 細 胞 膜 上 に 存 在 す る P 糖 蛋 白 の 汲 み 出 し 作 用 を 阻 害 し ，

V P ・ 1 6 の 胆 汁 排 池 を 抑 制 し た 結 果 と 推 測 さ れ た た め ， V P - 1 6 の 血 中 ク リ

ア ラ ン ス 及 び 胆 汁 排 ?世 に 及 ぼ す C y A の 効 果 を 検 討 た と こ ろ . V P  - 1 6 単 独
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投 与 時 の Ifll r l l ク リ ア ラ ン ス 及 び 尿 排 池 ク リ ア ラ ン ス は そ れ ぞ れ 1 9 m 1 ! m i n /

k g ， 4 m l / m i n / k g で あ り ， 尿 排 池 に よ る V P - 1 6 の 排 池 は 約 2 5 % 程 度 と 考 え

ら れ る 。 V P - 1 6 の 排 池 経 路 は 胆 汁 排 池 と 尿 排 池 で あ る こ と か ら 5 9 ) ， C y A  

併 用 に よ る V P - 1 6 の 血 r 1 1 ク リ ア ラ ン ス の 減 少 は ， C y A に よ り V P - 1 6 の 胆 汁

排 Tlit が 抑 制 さ れ た こ と に よ る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う に ， p 糖 蛋 白 阻 害 剤

C y A を 併 用 す る こ と に よ り ， V P - 1 6 の 胆 汁 排 池 を 抑 制 し ， 肝 E C F 中 の A U

C 及 び M R T を |二 界 さ せ る こ と が 可 能 で ， 局 所 に お け る 本 D D S 製 剤 の 有 用 性

が 確 認 さ れ た 。 ま た ， マ イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス は ， p 糖 蛋 白 等 に よ る 肝 臓 内

の 薬 物 - 薬 物 相 互 作 用 の 解 析 に も 応 用 で き る こ と が 確 認 さ れ た 。
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第 5 章 ド キ ソ ル ビ シ ン 含 有 フ ィ プ リ ン 製 剤 の 局 所 適 用 と そ の

動 態 評 価

前 章 ま で は ， 微 繊 維 性 コ ラ ー ゲ ン を 担 体 と し た 局 所 適 用 型 製 剤 を 検 討

し て き た 。 本 市 で は 同 様 に 生 休 内 で 分 解 .. 吸 収 さ れ る 担 体 と し て フ ィ プ

リ ン に rt r J し ， ド キ ソ ル ビ シ ン ( D O X ) 含 有 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 添 加 フ

イ プ リ ン 製 剤 を 試 作 し ， 担 癌 ラ ッ ト の 腫 場 近 傍 に 本 製 剤j を 留 置 し ， 腫 場

内 A D R 濃 度 を マ イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス を 用 い て 検 討 し た 。 同 時 に 血 中 D O

X 濃 度 も 測 定 し 循 環 系 へ の 移 行 に つ い て も 解 析 し た 。

第 1 節 材 料 と 方 法

( 1 ) 試 薬
フ ィ プ リ ン は B e r i p l a s t p @  ( ヘ キ ス ト 薬 品 ) を ， ド キ ソ ル ビ シ ン ( D O X )

は ア ド リ ア マ イ シ ン 注 @ ( 協 和 発 酵 ) を ， ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム は ア ル ト @

( 共 成 製 薬 ) を 用 い た 。 ま た 透 析 膜 は 分 画 分 子 量 1 2 ， 0 0 0 '"'-' 1 4 ， 0 0 0 の 再 生

セ ル ロ ー ス 膜 ( 三 光 純 薬 ) を 使 用 し た 。 マ イ ク ロ ダ イ リ シ ス は 分 画 分 子

量 2 0 ， 0 0 0 の M i c r o d i a l y s i s p r o b c  C M A / 2 0  ( 全 長 2 4 m m ， 透 析 部 1 0 m m ，

B A S L t d . ) を ， そ の 他 の 試 薬 は す べ て 市 販 特 級 品 を 用 い た 。

( 2 ) 動 物及び腫 場 細 胞

ド ン リ ュ ウ ラ ッ ト ( 2 2 0 - 2 5 0 g ， 三 協 ラ ボ ) を 使 用 し ， ラ ッ ト 肝 腫 場 細

胞 ( A H 6 0 C ) を C a n c c r C c l l R e p o s i t o r y ( 東 北 大 学 ) よ り 入 手 し ， 腹 水 中

で 継 代 培 養 し た 。 J x 1 0 7 個 の A H 6 0 C 細 胞 を ラ ッ ト の 背 中 皮 下 に 植 え 付 け ，

臆 携 の 長 径 が 1 . 5 '"'"" 2 c m に 成 長 し て か ら 試 験 に 使 用 し た 。

腫 携 の 休 積 は 以 下 の 計 算 式 に よ り 算 出 し た (j O ) 。

V ( c m 3 )  = ( π 1 6 ) ( d 1 ) ( d 2 ) 2 

( 3) D Q X 含有フ ィ プ リンの調製

6 m g の A D R ， 8 m g の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 及 び 2 . 5 m g の ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ

ム を 0 . 1 m l の ア プ ロ チ ニ ン 液 で 溶 解 し ， こ れ を A 液 と し た 。 次 に ア プ ロ チ
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ニ ン 液 と 同 電 の 風 化 カ ル シ ウ ム 液 で 3 0 0 単 位 の ト ロ ン ビ ン 末 を 溶 解 し ，

使 用 す る 直 前 に A 液 と 混 合 し ， 直 径 約 1 0 m m ， 厚 さ 約 2 m m の D O X 含 有 フ ィ

ブ. リ ン を 調 製 し た 。

( 4) 溶出試験

in  v i f r o に お け る フ ィ プ リ ン か ら の D O X の 放 出 を 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ

ウ ム 添 加 の 有 無 に よ り 、 前 章 と 同 じ 方 法 で 行 な っ た 。

( 5 ) D O X 濃度の測定 6 1 ) 

Í J1 v Í f r o の ffi : H 試 験 及 び M i c r o d i a l y s i s p r o b e か ら の 回 収 率 の 測 定 は ，

蛍 光 分 光 認 ( R F - 5 0 3 A ， 島 津 ) に て ， 励 起 波 長 5 0 0 n m ， 測 定 波 長 5 8 0 n m

で 測 定 し た 。

什J V i v o の i秀 析 液 及 び 血 紫 ' 1 1 濃 度 は H P L C 法 で 測 定 し た 。 マ イ ク ロ ダ イ

ア リ シ ス の 透 析 液 は 無 処 置 で 直 接 H P L C に 注 入 し た 。 2 0 0 μ l の 血 紫 サ

/ プ ル は 2 0 μ ! の 4 0 % 硫 酸 亜 鉛 及 び 2 0 0 μ l の メ タ ノ ー ル と 混 合 し 1 0

秒 間 振 と う し た 後 I 1 5 ， 0 0 0 g で 1 0 分 間 遠 心 分 離 し ， そ の 上 清 を H P L C

に 注 入 し た 。 H P L C は 以 下 の 条 件 で 測 定 し た 。 カ ラ ム ; C O S M O S I L C ' R 

( 4 6 x 1 5 0 m m ， ケ ム コ ) ， 移 動 相 ， 0 . 2 8 M S o d i u m  f o r m a t e B u f f e r  ( p H  

3 . 5 5 ) / a c e t 0 n e /  i S 0 P r 0 P a n 0 1 ( 6 5 : 3 0 :  5 )  ， 測 定 波 長 ， E X ; 4 7 0 n m ，  E M ; 

5 8 5 n rn  

(6) マイクロダイアリシス4 6 ・ 4 7 ) のin v 'Í tro回収 率

D O X の 最 終 濃 度 が 1 0 Il g 1 m  I の リ ン ゲ ル 液 を 調 製 し ， そ の 中 に p r o b e

を 入 れ . p r o b e に 一 定 の 流 速 ( 3 μ I / m i n ) で リ ン ゲ ル 液 を 循 環 さ せ た 。

開 始 2 0 分 後 か ら 1 時 間 の 透 析 液 を 集 め D O X 濃 度 を 測 定 し た 。

D Q X の 同 収 率 は 以 下 の 式 に よ り 算 出 し た 口

Rvitro
= -d ia lysate conce竺旦t ion

su rrou nd i ng  concent rat i on  

( 7 ) D O X の局 所 薬 物 動 態 と マイク ロダ イアリシスを 用 い た 測定

担 癌 ラ ッ ト に ぺ ン ト パ ル ビ タ ー ル の 腹 腔 内 投 与 ( 5 0 m g / k g ) で 麻 酔 後 ，

腫 携 の 中 心 部 に 測 定 プ ロ ー ブ を 伊 入 し た 。 ラ ッ ト の 背 部 を 小 切 開 し 6 m g

の D O X を 含 有 す る ぺ レ ッ ト 状 の ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 添 加 フ ィ プ リ ン
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を 腫 場 部 に 添 着 し た 。 手 術 後 ， プ ロ ー プ に 一 定 の 流 量 ( 3 μ l / m i n ) の リ

ン ゲ ル 液 を 循 環 し ， 1 . 5 時 間 毎 に 透 析 液 を 採 取 し た 。 血 液 は 眼 縞 静 脈 か

ら 2 ， 5 ，  7 及 び 2 4 時 間 後 に 2 0 0 μ l 採 取 し ， 3 ， 0 0 0 R P M で 1 0 分 間 遠 J心

分 離 後 血 燃 を 分 離 し た 。 得 ら れ た サ ン プ ル は 測 定 ま で - 2 0 0C で 保 存 し た 。

腫 場 E C F の D O X 濃 度 は 以 下 の 式 か ら 算 出 し た 。

c - effl uent d ia lysate concentrat ion 
tumor = n r可 v itro

薬 動 力 学 的 パ ラ メ ー タ ー ( a r e a u n d e r  t h e  c u r v e ，  A U C ;  m e a n  r e s i d e c e 

T i m e ， M R T ) は モ ー メ ン ト 解 析 号 2 ) に よ り 算 出 し た

第 2 節 結 果

(1) D O X 含有フ ィ プ リ ン 製剤の溶出挙 動

in v i f r o の 沢 山 試 験 の 結 果 を F i g . 1 1 に 示 す 。 D O X は 透 析 チ ュ ー ブ 及

び フ ィ プ リ ン に 若 干 の 吸 着 が み ら れ 溶 出 量 が 減 少 し た が ， ア ル ギ ン 酸 ナ

ト リ ウ ム を 添 加 し た フ ィ プ リ ン 製 剤 か ら の D O X の 溶 出 は 極 め て 緩 徐 で ，

1 3 日 後 の 溶 山 は 約 3 3 % と な っ た 。 次 に ， 溶 出 挙 動 を モ ー メ ン ト 解 析 し た

結 果 を T a b l e 8 に 示 す 。 D O X は フ ィ プ リ ン 存 在 下 で 溶 出 が 有 意 に 抑 制 さ

れ ， ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 添 加 に よ り 更 に 顕 著 に 抑 制 さ れ た

( p く 0 . 0 5 ) 。

Ta b l e  8 . M ean Res idence T ime (M OT) of Ooxonub ic i n (OOX) P re parat ions 

OOX so l u t ion OOX + FG OOX + FG + SA 

MDT(hr) 3 .72 :!:: 0 . 03 8 . 67 :!:: 1 . 1 6a) 

Data are expressed as the  m ean + S . O . (n=3) 

a) S ign i f icant ly d i fferent from OOX so lu t ion (p<O .O�)) . 

FG: Fibri n g l u e ，  SA: Sod i u m  a lg i n ate 

( 2 )  D O X のマイクロダイアリ シスによる回収

80 .8 + 30 .3a) 

マ イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス を 用 い た in v i t r o に お け る リ ン ゲ ル 液 か ら の 回

収 率 は ， 6 . 0 4 土 1 . 0 7 % ( m e a n :t S D ， n = 4 ) で あ っ た 。
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F i g .  1 1 . Re lease profi les of Doxoru b i c i n  (DOX)i i n  the absence or  presence of 
fi b r in  g l u e  and sod i u m  a l g i nate 

: DOX so lu t ion  o : DOX + F ib r in  g l u e  

F i b r i n  g l u e  + Sod i u m  a l g i nate 

Each po i nt rep resent the mean of th ree exper iments . 
. : DOX 

( 3 ) D O X の 動 態 解 析

D O X 含 有 ア ル ギ ンA H 6 0 C 腫 場 細 胞 を 背 部 に 移 植 し た 担 癌 ラ ッ ト に ，

酸 ナ ト リ ウ ム 添 加 フ ィ プ リ ン 製 剤 を 局 所 適 用 し た 際 の 薬 物 動 態、 パ ラ メ ー

j 的 な 腫 場 E C F 及 び 血 中 D O X 濃 度 推 移 をそ の 典タ ー を T a b l e

腫 場 内 D O X 濃 度 は 局 所 適 用 後 2 '"'-' 4 時 間 で 速 や か に 上 昇F i g . 1 2 に 示 す 。

極血 中 D O X 濃 度 は 腫 場 内 濃 度 に 比 しか に 減 少 し た 。そ の 後 緩し
腫 場 内 と 血 中 A U C と の 比 は 3 0) で あ っ た 。め て 低 レ ベ ル ( 2 5 n g / m l 以

フ ィ プ リ ン を 担 体 と し て 用血 中 へ の 移 行 が 短 め て 少 な く0 '"'-' 2 7 0 0 で ，

IJ で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。用 な 剤極 め ては 治 療い た 0 0
1 3 に 示T u m o r - t o - P l a s m a  A U C R a t i o と 腫 場 サ イ ズ と の 関 係 を F i g .

こ の 相 関 性 の 意( r = 0 . 8 8 2 ) が 認 め ら れ た 。の 相 関 t

次 の 計 算 式 を 立 て た 。
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〆'E1
d Cn 凶 -�!!_ = CLeHlux. Ct - CLp" Cp 

dt  

Cp : the DOX cocentrat ion in  p l as m a  
CLeffl UX : t h e  tumor-to- b lood eff lu :x c l earance 
CLp : e l i m i n at ion  c learance of the d rug 
Vd : the vo l u m e  of d i st r ibut ion  in the central  compartment 
Ct : the average concentrat ion in the  tumor extrace l l u lar  f l u id  

A UCt _ CLp 
A UCp CLeffl ux ( 2 ) 

0 か ら 無 限 大 ま で 積 分 す る とさ れD O X の 血 疑 r j l 濃 度 推 移 は ( 1 ) 式 で

A U C  1 3 の 相 関 関 係 か ら T u m o r - t o ‘ P l a s m aF i g .  ( 2 ) 式 が え ら れ る 。

が 腫 場 容 積 ( V ) に 反 比 例 す る こ と 及 び CLp が 腫 場( A U C t /  A U C p ) R a t i  0 

CLetflux は 腫 蕩 容 積 に 比 例

0. 4 主ロ3
ミi

(.) C 
0.2  8 rn 

E (f) の
o._ 

0 
24 

F i g .  1 2 . Typ ical Concentrat ion  Prof i l es of Doxorub i c i n  i n  the  Tumor and  P lasma 
after Loca l  De l ive ry of F ibr in  G l u e  Co nta i n i ng Doxorub ic i n  on t he  Rat Tumor 
Su rface 

1 2 

T ime ( hr )  

容 積 に 依 存 し な い パ ラ メ ー タ ー で あ る こ と か ら ，

1 8  

T u 円l 0 r

6 

回

。
。

1 50 

E 、、、ロ3
三 1 ∞
(.) c o u LL 

にJw 」O
Eコト

す る こ と が 判 っ た 。

A fi br i n g l u e  preparat ion ( i . e . ， a d i sc  wi th  a d iameter of 1 0  mm and  a th ickness of 
2 mm) conta i n i ng  doxoru b i c i n  (6 mg) and sod i u rn a lg i n ate (2.5 mg) was app l ied  o n  
the suパace o f  a n  AH 60C tum川 rown s 山utaneo州 at the  back 山ts， and d rug 
concentrat ions i n  the tumor extrace l l u lar f l u i d  (c losed c i rc les ;  le ft ax is )  were 
mon ltored by a m icrod ia lys i s  method for 24 h r . D rug  concent rat ions  in p l asma 
(open c i rc les ; r i gh t  ax is )  we re a l so measu red and  com pared wi th  t hose i n  the tumor .  
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Table 9. Pharmacokinetic Parameters of DOX in Plasma and Tumor ECF after 

Local Application of Fibrin Glue Containing DOX and Sodium Alginate 

Parameters 

Plasma 

MRT (hr) 

AUG (hr · JJ- g/ml) 

Tumor 

MRT (hr) 

AUG (hr · JJ- g/ml) 

Tumor tissue volume (cm3) 

Tumor-to-plasma AUG ratio 

0 3000 ·-..... 
Ctl 
'-

0 2500 
:::::> 
<t: 2000 
Ctl 

E 
en 1500 
Ctl 

0.. 
I 1000 

0 ..... 
I 

'-

0 500 
E 
::J 

0 ..._ 

1.4 1.6 

Rat No. 

1 2 3 4 

9.8 10.7 9.5 13.2 

0.54 1 .11 0.42 0.54 

8.1 4.7 6.5 9.5 

465 1189 638 1440 

2.62 2.04 1.85 1.50 

863 1071 1519 2667 

r=0.882 

1 .8 2 2.2 2.4 2.6 2.8 

3 
Tumor vo l umB ( em ) 

Mean+S.D. 

10.8 +1.7 

0.65 +0.31 

7.2+2.1 

933+458 

2.00+0.47 

1530+806 

Fig. 13. The Relationship between Tumor Volurne and Tumor-to-Plasma AUG 

Ratio of Doxorubicin after Local Delivery of Fibrin Glue Containing Doxorubicin on 

the Rat Tumor Surface 

The tumor volume and tumor extracellular fluid-to-plasma AUG ratio of 

doxorubicin (Table 1) were correlated well with a correlation coefficient (r) of 0.882. 
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第3節 考察

in vitroの溶山試験の結果より， DOXはフィプリンと親和性があり，

アルギン酸ナトリウム添加により溶出が遅延されることが確認された。

既に4章及び5章でマイクロダイアリシスの有用性については述べた

が， J居場 r.t.J DOX濃度の測定にも応用可能であることが確認された。

ノンコンパートメント解析の結果， 臆場ECFのMRT及びAUCはかな

り変動した。 この変動の原因は賭場サイズによる可能性があったため，

腫場サイズと脆場ECFのAUCの相関性を検討したところ相関係数 (r)

が0.760で負の相関が認められた。 次に， 腫場サイズとTumor-to-

Plasma AUC Ratioの相関を検討したところ， 相関係数(r)が0.882で，

更に強い負の相関が認められた。 これは臆場サイズと腫蕩からのクリア

ランスが比例することを意味し， 大きな腫場ほど網細血管系が発達して

いると考えると， 説明のつく結果である。
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総括

コラーゲン及びフィプリンを担体とする局所適用型製剤を試作し， マ

イクロダイアリシスを利用してその動態を検討した。 アルギン駿ナトリ

ウムを添加するとコラーゲンからのAMK及びEP 1， フィプリンからの

DOXの薬物放出が適正に制御できることが確認された。 局所適用型AM

K含有アルギン酸ナトリウム添加コラーゲン製剤をラット肝臓表面に適

用 し た所， 肝 ECF�IのAMK濃度が長時間維持される事が判った。 P糖

蛋白限害薬CyA及びVP -16含有コラーゲン製剤を肝臓に適用すると

P糖蛋内によるVP -16の汲み山し問害により， VP -16の胆汁排?世が抑制

され， 肝ECF巾のVP -16濃度が長時間維持された。 フィプリンを担体

としたADRの局所適用型製剤を試作し， 担癌ラットの腫場に装着したと

ころ， 臆場組織内薬物濃度は血中濃度に比べ極めて高濃度を維持する事

が判った。 以上のことから， コラーゲン及びフィプリンは， 局所適用型

DDS製剤jの某斉IJとして有望であり. 一方マイクロダイアリシスは本製剤

を局所適刑した際の薬物動態を評価するのに優れた測定方法であること

が判った。
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