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論文内容の要旨

緒 仁ゴ

癌の化学療法において優れた効果を期待するためには，薬剤が選択的に腫虜周辺に到達し癌細胞に

作用することが望まれる。しかし，今までに開発された数多くの制癌剤の中に，こういった条件‘を満

足し得る薬剤は未だ認められない。そこで，化学療法をより効果的にするためには，現存の制癌剤に

腫蕩到達性，作用性などの選択特性を持たせる必要がある。この目的から，近年， drug delivery 

system 1) の開発が数多く試みられ，エマルジョン，M) マイクロスフェア_，4 ， 5) DNA との結合体f)

Dextran との結合体f) および癌細胞抗体との結合体 8) などが報告されてきた。リポゾームは， 1964年

Bangham 9 ) によって見出されたリン脂質から成る小胞体であり，主に生体膜モデルとして用いられて

きた。しかし， targetting叫を目的とした systemの研究が盛んになると共に， リボゾームを drug

carrier として応用しようとする試みが行なわれるようになってきた。すでに，数種の制癌剤につい

て良好な基礎的検討結果 11 ， 12 ， 13)が認められているが，詳細な研究は数少ない。そこで，著者は，制癌

剤であるカルボコン (CQ) を用い， drug carrier としてのリボゾームの有用性について詳細な+食言す

を加えた。 CQ は， 1970年に開発されたアルキル化剤に属する抗悪性腫虜剤であり，基礎および臨床

試験から，抗腫虜効果について高い評価を得ているが汗 15 ， 16) 他の制癌剤と同様副作用を有している。

この CQの効果を最大に発揮させ，副作用を軽減させるような systemの開発を目的として検討を行な

った。すなわち， CQ をリポゾームに封入するための方法の検索，静注時の体内動態の検討，腹腔内

投与時のリンパ移行性の検討むよび、担癌マウスに対する制癌効果等について検討した。この結果， リ

ポゾームがCQの carrior としで適しており，有用な delivery system であることを認めた。
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第 I 章 CQ を封入したリポゾーム (CQ-L iposome) の調製と CQ-Liposome からの CQの放出 17)

リポゾームの調製については，従来からの製法を用いて種々の検討を行なったが， CQの良好な取

り込み率を示すリポゾームを得ることはできなかった。 最近， Szoka ら 18) は， reverse-phase 

evaporation vesicle (REV)を作る方法を開発し，水溶性薬物の良好な取り込み率が得られることを報

告した。そこで，著者は，彼等の方法に改良を加えることにより，脂溶性化合物の CQ についても良

好な取り込み率を示す CQ-Liposomeの調製法を確立した。方法を Fig.l に示した。 CQ-Liposome

に適したリン脂質の選択を検討した結果， distearoy 1 phosphatidy lcholine (DSPC) が最も適して

おり，このリン脂質を用いたときの CRの取り込み率は約22%であった。電顕写真から求めた CQ-

Liposomeの粒径分布は， Fig.2 に示した通りであり，平均粒子径は0.2μm (直径)であった。

CQ 

DSPC持 250 m 

dissolvad in 70 ml of organic solvent 
( chlorofoI~:isopropyl ether=l:l ) 

added|10 mlof phosphate buffered salineH 

sonicated for 5 min 
( 22 0 , 25 KHZ 160 W 

evapora七ed ( 60" ) 

fractiona七 ed with Sephadex G-50 

centrifuged for 20 min 
( 27 ,000 g)  

CQ-Liposom。

普 distearoyl phosphatidylcho1ine 
持者 0.64rnH Na2HP04 , 0.14mM KH2P04 , 13.7mM 

NaCl , 0.26n~ KC1. pH:7.2. 
Fig.1. Method of Preparation of CQ-Liposome 

この粒子を， pore sizeの異なる Nuclepore filter で大きいサイズのものから順次用いてろ過し，ろ

過後の粒径分布を測定した。 Fig.3 に示すようにいずれの場合にも，平均粒子径がl.5μmの粒子とし

て存在することが明らかとなった。この結果は， CQ-Liposomeは調製後直ちにl. 5μmの大きさの凝

集体となるが，凝集は強固なものでなくろ過操作中には元の一次粒子に解離し，ろ過後直ちに再凝集

することを示すものである。 CQは，水に対する溶解度の 3~4 倍取り込まれていること，また，調

;日時にリボゾーム膜に取り込まれる cholesterol を使用すると CQの取り込みが阻害されてしまうこと

などから， CQはその大部分がCQ-Liposomeの膜側に取り込まれていることが示唆された。次いで，

CQ-Liposome からの CQの放出を検討した。 Fig.4 に時間 ({ì) に対する CQの放出を示した。放
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Fig.2. Size Distribution of Primary Particles 

from Negative-Stain Electron Micrograph 

出は温度の影響を受けやすく，高い温度では速

い放出が認められた。制癌剤を封入した今まで

のリポゾームが放出遅延を目的としたものが多

いのに文ずして， CQ-Liposomeでは CQの放出

は比較的速い。

第 E章 CQ-Liposome静注時の体内分布 19)

CQの体内分布を検討するために高感度の定

量法が必要となり，著者は，高速液体クロマト

グラフィ- (HPLC) による新定量法を確立し fO)

CQ動態を検討した。 CQ-Liposome をラット

に静注した時の CQの血禁中濃度推移 (Fig.5)

は， CQ溶液 (Free CQ) 投与時に比較して高

い濃度推移を示した。

両薬剤聞の CQ濃度の差は，投与量の増加に

従って大きくなることが認められた。この結果

tj:，特定のリポゾームの量によって分布部位で

60 
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Fig.4. In Vi tro Release Patterns of CQ from 

CQ-Liposome 

Resul ts are expressed as the mean of 

three experiments. 

の飽和が起きることを示唆するものである。ウサギでも，ほぼ同様の血中濃度推移の結果が得られた。

そこで，ラットおよびウサギの血中濃度を Two-compartment open model を用いて解析し， Table 

I の知きパラメーターを得た。消失速度定数kel値は，両薬剤でほとんど差が認められないが，分布

容積V1 および、V2 は Free CQの方がCQ- Liposome よりも約 3 倍大きい値を示した。このことから，

CQ をリボゾームに封入して静注すると，体内分布が変化することが示唆された。そこで，薬剤静注
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Fig.5. Plasma Concentrations of CQ after Intravenous Administration of Free 

CQand CQ-Liposome at Various Doses in Rat 

Table 1. Pharmacokinetic Parameters of Free CQ and CQ: Liposome after 

Intravenous Administration in Rat and Rabbi t 

Parameter 
Rat"" 1 ) Rabblt"2) 

Free CQ CQ-Llpo9ome Free CQ CQ-Llpo圃ome

n ラ 4 3 4 

A ng/O.l岡1

2 81 7ラ.0091 ・・・.。37 3 雪4 4 399O3ヱ三・-U62 I 2 191.965111・-..00 6 JL .8 1 15 41-2,44 z・・e0 4 2, • 1 B ng/0.lm1 199+12 
国 hr・ 1 15.~+2.2 

日 hr・ 1 1.9+0.2 2.0+'0.1 ラ .1+0.1 ラ .2+0.3

kel hr-1 4.6s53J1三，1tO00 l ・
9 ラ. 

12O61・土φ00 
0 

L 
7 8 

.B65ョ土・・，010 
0 

.O 
8.019ラJ三2φtLO10 
O 

7 
k12 hr-1 7.8...1.9 6 .2~1. 3 6.8+0.6 4.'5+1.4 

k21 hr-l 7.5 .• 0.7 6.0+0.2 7. ,.,.0.9 6.1+0.9 
Vl 11 ter/kg 0.53+0.09 0.1&+0.01 0.46+0.10 0.19+0.00 

V2 11 ter/kg 0.511.0 •04 0.1 ラ+0.02 0.42φ0.06 0.1ちと0.0ラ

IAUCF17 
/ 

44+3 129φ 自 ヲ土l 8+1 ng.hr/0.lm1 

""1) Doae I 1 mg/kg. 

.2) Doae : 0.33 mg/body. 

Reau1t8 are expre8sed ae the meBn ~ S.E. 

後の CQの臓器内濃度推移を検討した (Fig.6) 。この結果， CQ-Liposomeは肝臓，牌臓などの細網

内皮系組織に取り込まれ易く，肺への分布も良好であった。しかし，未梢組織では，その大部分をし

める皮膚，筋肉への取り込みがCQ-Liposomeで、減少した。この結果から， CQ-Liposome がCQ を特

異臓器へと選択的に運び得ることが認められた。

第E章 CQ-Liposome腹腔内投与時のリンパ組織への移行性 21) 

胸管カニュレーションしたラット腹腔内に薬剤を投与したときの胸管リンパ液中への移行性を検討
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Fig.6. Distribution of Free CQ and CQ-Liposome after Intravenous 

Administration in Rat 

し，結果を Fig.7 に示した。 CO-Liposome投与時のCQのリンパ移行性は， Free CQ に比較して優

れていた。また正常ラットの腹腔内に CQ-Liposome を投与した時，消化管リンパ節への CQの良好

な移行が認められた。 CQ-Liposome のリンパ指向性について， さらに投与部位および剤型について

検討を加えた。 CQ-Liposome を静注または筋注しでもリンパ系への良好な移行性は認められず，腹

腔内投与時に特異的な結果である。 CQ をヒマシ油に溶解した油性製剤，および、LQ-Liposome とほ

ぼ同ーの組成のエマルジョン製剤を腹腔内投与しでもリンパ移行特性は認められず，従ってこの性質

がCQ-Liposome製剤の特性であると考えられる。

以上の結果から，腹腔内に転移が進行した癌の摘出手術時または術後のリンパ転移を防止する薬剤

として， CQ-Liposome を使用できる可能性が示唆された。

第百章 担癌マウスでの CQ-Liposomeの制癌効果22)

CQ-Liposomeの肺への分布が優れていることは第 H章に示した通りであり，まず，肺癌に対する

効果を検討した。 dewis肺癌を静注すると，肺に特異的に転移する。本癌細胞を移植したマウスに

CQ-Liposome を静注したところ， Table n に示すように， Free CQ に比べて強い延命効果が認め

-286一
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Table II. Effect of Free CQ and CQ-Liposome on Increase in Life 

Span of BDF1 Mice Bearing Lewis Lung Carcinoma 
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4 Lewis 1ung carcinoma ce11s (う x 10~) were lmp1 且nted intra-

venous1y into mice and drugs were injected intravenous1y 

1 hour 且 fter imp1ant 日 tion.

Table 皿. Effect of Free CQ and CQ-Liposome on Increase in Life 

Span of BDF1 Mice Bearing Lymphoid Leukemia L-1210 

…
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Hean 
survival 
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38 
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9.4 45 

11.4 7ち

Drugs were intravenously inj・cted into BDFl mice 

24 hours .fter intravenous inoculation of ラxl04 of 

L・1210 cells. 
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られた。

すなわち， CQ-Liposomeの体内分布と有効性とが相関する結果が得られた。つぎに， リンパ性白

血病癌の L-1210 を静注移植したマウスに対する延命効果を検討した (Table 皿) 0 CQ-Liposome 

静注時，高い血中濃度が得られることを第 E章で示したが， L-1210担癌マウスに対する延命効果も

CQ-Liposomeの方がFree CQより強く発現した。

さらに， Ehrlich腹水癌に対する CQ-Liposomeの制癌効果をマウスで検討した。腹腔内に癌細胞

移植 1 日後に薬剤を腹腔内投与し，以後の細胞数を経時的に測定し，同時に有効性の一指標として腹

水量も測定した (Fig.8) 。
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expressed as 七he mean value of 5 mice. 

Fig.8. Time-Courses of Ehrlich Ascites Carcinoma Cells (A) and Abdominal 

Ascites Volume (B) after Treatment with Free CQ and CQ-Liposome 

control 群に対すて， Free CQ投与時には癌細胞数の減少が認められたが，この癌細胞増殖抑制効果

は， CQ-Liposome投与時にはさらに強く認められた。また腹水量も CQ-Liposome投与群で、は最も

少なかった。そこで，延命効果を検討したところ， Table 町に示すように， Free CQ に比較してCQ

-Liposomeの優れた効果が認められた。しかも，完全治癒したマウス例も CQ-Liposome投与時には

6 匹中 1 匹ずつ得られた。

この様に， CQ をリポゾームに封入することにより制癌効果を増強することができたが，この効果

増強は，次の様な CQ-Liposomeの特性に起因しているものと考えられた。 (a) CQ-Liposomeは第

H章に述べた様な分布特性を有しており，分布し易い肺などに転移する癌の治療に有利な薬剤である。

(b) CQの副作用である白血球減少を， CQ-Liposomeでは軽減できる (Fig.9)o (c) 電気泳動結

果 (Fig.10) から， CQ-Liposome が正の表面電荷を有し， Ehrlich腹水癌細胞が負の表面電荷を有
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Table N. Effect of Free CQ and CQ-Liposome on Increase in Life 

Span of ICR/CD-l Mice Bearing Ehrlich Ascites Carcinoma Cells 

Survivors 
at 
60 days 

Mean 
survi va1 
time(days) 

ILS 
(%) 

016.5  0 

0.31 23.5 42 
0.63 24.8 50 
1.25 25.0 52 
2.5 > 22.3 ) 35 
0.31 )27.0 )' 64 
0.63 )34.7 )110 
1.25 >38.7 >1~5 
2.ラ)'37. ラ >127

Ehrlich Ascites Carcinoma Cells (1 x 106) were implan色ed
intraperitonea11y into mice and drugs were injected intraｭ
peri 七onea11y 24 hours after imp~antation. 
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している此ことが認められ，両者間の親和性が高くなっていることが考えられる。

dymphosarcoma などの固型癌に対する効果も検討したが， CQ さらに，皮下移植した Lewis肺癌，

CQ-Liposomeが皮下などの末梢この結果は，ー Liposomeの有効性は Free CQ と同程度であった。

1.4 

(
 

2

0

 

.• 可
ム
司
ム

4・
E
l
a
-
-
d
E

• •. 
-

-

n

 

〆
、

が
J
o
-
-
o

‘

3
a
'
』
，
、
，

.
J
t
』

a
'

』
・

o
f
1

-
a

内
J
H

a

r

t

a

A

U

 

-
F

一

-

P

L

 
.

-

2

 

-

i

u

u

 

-

F

L

 

・

-
t

• 
.
 

・
・• • • • • • • • • • • • • • • • • 

--Er 
門J』

。

0.8 � 

~ 0.6 g 
¥0 

0.4 ~ 

.
口
.
、
O

0.2 

組織へは分布し難いとの結果と良く相関するものであった。
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Fig. 10. Isoelectric Focusing of CQ-Liposome 
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CQは，水に溶け難く，しかも油にも溶け難い化合物であるため，従来のリボゾーム調製法を用いて

Szoka等の REV調製法院に準じた著者の改良法によしかし，も良好な entrap率は得られなかった。

この CQ- Liposome は，平均粒子径り，約22%の entrap率を示す CQ-Liposomeの調製に成功した。

2.5μmの粒子であるが，調製後直ちに凝集する性質を有し 平均粒子径1. 5μmの凝集体として存在す

CQ-Liposome からの CQの放出は，他の制癌剤を封入した既報のリポゾームの場合に比
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る。また，



較して速やかであった。

CQ-Liposome をラットに静注すると，肝臓，牌臓などの細網内皮系組織に取り込まれ易く，さら

に肺への分布も良好であった。また Free CQよりも末梢組織への分布が少ないことが認められ，

全身性の副作用を軽減し得る可能性を示唆している。

CQ-Liposome をラット腹腔内に投与すると， リンパ系組織への良行な移行が認められた。この特

性は，静注および筋注では認められず，腹腔内投与経路に特異的であった。しかし，腹腔内投与でも

油性製剤，エマルジョン製剤では認められず， CQ-Liposomeの剤型に特異的な性質である。

Lewis肺癌， L-1210 および Ehrlich腹水癌を移植したマウスに対する CQ-Liposomeの延命効果は，

Free CQ よりも優れていた。リポゾームによる CQの制癌効果の増強は， CQ由 Liposome の体内分布

特性，副作用の軽減および、CQ-Liposome と癌細胞との高い親和性などに起因するものと考えられた。

以上の結果から， CQ-Liposome がCQの carrier として適したものであり，有用性の高い drug

delivery system であることが石在認、された。
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論文の審査結果の要旨

制癌剤であるカルボコン (CQ) を用い drug carrier としてのリボゾームの有用性について詳細な

検討を加えた。まず22%の entrap率を示す CQ-Liposomeの調製に成功し，その物は組織に取り込ま

れ易く特にリンパ系組織への良行な移行が認められた。 Lewis肺癌， L-1210 わよび、 Ehr lich腹水癌

を移植したマウスに対する CQ-Liposome の延命効果は Free CQより優れており，有用性の高い

drug delivery system であることを確認した。

よって薬学博士として価値ある論文と認める。
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