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　　　　ア クラ ル ビシ ン封入 PLGA ナノス フ ェ ア の

門脈内投与に よ る ラ ッ ト転移性肝 が ん に対す る治療効果 ＼
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隴 離 器 出 ，〕
　 We 　

’investigated　the　therapeutic　effect 　of 　poly （lactic−co −glycolic）acid （PLGA ）nanospheres 　containing 　aclarubicil 　on 　he−

patic　metastases 　in　rats 　following　injection　of 　the　nanospheres 　via 血e　portal　vein ．　The 　aclarubie 血一conta 血 ing　PLGA 　nano −

spheres 　were 　prepared　by　a　solvent 　ev 乱poration　 method ，　The　PLGA 　nanospheres 　 so 　obtained 　had　a　dr凵g　trappjng　efficiency

of 　l　8，4％ and 　their　mean 　pa血 cle　size 　was 　761　nm ．　The 　release 　profiles　of 　ac ］arubicin 　from　the　PLGA 　nanosphe エes　showed

that　33．9％ of 　the 　d皿 g　was 　released 　from　tho　nanospheres 　on 　 the 　f廿st　day　and 　another 　65．0％ of 　the 　drug　 was 　graduatSy
released 　over 　the　following　7　days ．　After 　the　i冂 travenous 　administration 　of 　the　PLGA 　nanospheres 　to　tlle　 rats ，　the 　 aclarubi −

c血 concentrations 　in　the　liver　and 　spleen 　 were 　s重grlificantly　higber　than 　those 　due 　to　injectlon　of 　aclarubicin 　solution ，　while
tbe　 acla 皿 biGin　concentrations 　in　the　lungs　 and 　thymus 　 were 　significantly 　lower．　On 　evaluating 　the　 antitumor 　eft

’
ect 　of 　the

aclarubicjn 　in 山 e　PLGA 　nanospheres 　on 　tile　hepatic　metastases 　in　t　le　rats ，亡he　survival　t血le　was 　significantly 　longer　than
for　rats 　treated　with 　aclalubicin 　solution ．　A 　histological　 examination 　 showed 　necrosis 　in　the　 metastatic 　les．　ions　only 　in　the

group　treated　witl ユ the　PLGA 服 mospheres ．　These　findings　 suggested 　that　 aclarubicii 〕
−containing 　PLGA 　 nanosphe エes　 could

be　a　Inore 　effective 　fonnulation　for　trea亡ing　hepatic  etastases ．
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緒 言

　肝臓 は他臓器 か ら の 転移 を受 けや す い 臓器 の ひ とつ で

あ る ．特 に 胄が ん や 大腸 が ん とい っ た 消化器 が ん か ら の

肝 転移 は 門脈経 由 の 血 行移行性 と 考え られ て お り
「
D，臨

床 上 問題 と な る こ と も多い ，その た め 肝転移治療 や 予 防

の 観点か ら，肝臓 に 長期 間滞留 し，抗 が ん 薬 を徐放化す

る drug　delivery　system （DDS ）製剤 の 門脈内投与 の 検討 が

報告さ れ て い る，こ の ような 報告 と し て は ，ラ ッ ト転移

性 肝 が ん モ デ ル に 対 して カ ル ボ プ ラ チ ン 封入 リ ボ ソ
ー

ム

を用 い た 報告
2），ア ドリ ア マ イ シ ン 封入 ア ル ブ ミ ン マ イ

ク ロ ス フ ェ ア を 門脈 内投与 した 報告
コ｝，さらに 臨床 に お

い て ド キ ソ ル ビ シ ン 封 人 リ ボ ソ
ー

ム を投与 し た 報告
4｝が

あ る，ま た
， ウ サ ギ 転 移 性 肝 が ん の 予 防 に 対 し て

SMANCS （stylene 　 male 「ic　 acid 　 conjugated 　 neoca 「zinostatin ）

を リ ピオ ドー
ル に 溶解 させ て 投与 し た 報告

s ）が あ る ．こ

れ らの 報告 は い ず れ も転移性肝が ん に 対 す る DDS 製剤

の 門脈 内投与 の 有効性 を示唆 して い る，

　DDS 製剤 の 中 で ，ポ リ 乳 酸（poly　lactic　acid ：PLA ）お

よ び 乳酸
・
グ リ コ ー

ル 酸 共 重 合（poly（lactic−co −glycolic）

acid ：PLGA ）を 用 い た マ イ ク ロ ス フ ェ ア や ナ ノ ス フ ェ ア

は多 くの 研 究が行わ れ て い る製剤 の ひ とつ で あ る．PLA

お よ び PLGA は 生 体適合性，生 体 内分解性 に 優 れ た 高

＊
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分子 で あ り，生体内 で水 と 二 酸化炭素 へ 加水分解 さ れ る
6｝

た め，投与後 に取 り 出 す必要 が な い ．PLA ，　 PLGA の 分

解速度 は分子量が小 さ い ほ ど早 く，
．
また，PLGA は乳酸

と グ リ コ
ー

ル 酸 の 重合比 が 1 ： 1 の 時 に もっ と も早 い 刀．

こ の た め，PLA や PLGA を薬物担体 と して 用 い る こ と

で ，分子量 や 軍合比 の 選択 に よ り薬物 の 放出をあ る 程度

制御す る こ とが 可能で あ る ．こ の よ うな 特性 か ら，PLA

や PLGA は 吸収 糸 や 骨接合剤 な ど と して 使 用 さ れ て い

る
S）ほ か，市販 され て い る マ イ ク ロ ス フ ェ ア 製剤 リ ユ

ー

プ リ ン
 

（武 田 薬品工 業（株））や サ ン ドス タ チ ン LAR  

（ノ バ

ル テ ィ ス フ ァ
ー

マ （株））に使用 され て い る ．さ ら に 冠動

脈再狭 窄予防 の た め に ス テ ン ト表面 を遺伝子封入 PLGA

ナ ノ ス フ ェ ア で コ ー
テ ィ ン グ す る 試 み

9
や

，
イ ン ス リ ン

封入 PLGA ナ ノ ス フ ェ ア を用 い た 吸入製剤
1°）
も検討 さ れ

て い る．ま た，医薬品 だ け で な く，機能性 ス キ ン ケ ア
・

ス カ ル プ ケ ア 化粧品
1［）

へ と応 用 さ れ ，市販 さ れ て い る．

　 マ イ ク ロ ス フ ェ ア や ナ ノ ス フ ェ ア は 他 の 門脈内投与 が

可 能 な分散系微粒子 DDS 製剤 と 比 較 し，固体状 態で 保

存が 可 能 で あ る た め に長期保存の 点 で 優 れ て い る，しか

し，薬物封 入率の 高い ナ ノ ス フ ェ ア の 調 製 は 困難 で あ る

こ とか ら，ナ ノ ス フ ェ ア 等 の 固 体分散系製剤 を用 い た 門

脈内投与 の 報告 は 少 な い ．そ こ で わ れ わ れ は ア ク ラ ル ビ

シ ン 封 入 マ イ ク ロ ス フ ェ ア が す で に 臨床検討 さ れ た 報

．tr・1コ・　1コ）

があ る こ と，また脂溶性薬 物が液中乾燥法 を用 い

た ナ ノ ス フ ェ ア へ の 薬物封入 に有利 で あ り，製剤化 しや

す い こ とか ら ア ク ラ ル ビ シ ン を封入薬物 と し，生体適合

性，生体内分解性 で あ り，臨床応用が行 わ れ て い る PLGA

を用 い た ナ ノ ス フ ェ ァ を調 製 し，ラ ッ ト転移性肝 が ん に

対す る 治療効果 に つ い て 基礎的検討 を行 っ た．

方 法

1． 試薬

　 塩 酸 ア ク ラ ル ビ シ ン は 三 楽 オ ー
シ ャ ン 株式会社 よ り供

与 さ れ た．PLGA は乳酸 ・グ リ コ ー
ル 酸 重 合 比 75 ：25，

分 子 量 20，000 を使 用 し た．PLGA お よ び ポ リ ソ ル ベ ー

ト 80 は和光純薬工 業株 式会社 の 市販 の 特級品 を 使 用 し

た ，Poly　 vinyl 　 alcohol （PVA ）（EG
−40）は 日本 合 成 化学工 業

株式会社 よ り供与 さ れ た ．ジ ク ロ ロ メ タ ン，ク ロ ロ ホ ル

ム ，酢酸エ チ ル ，ア セ トニ ト リル は市販 の
一

級 品 を蒸留

し て使 用 した．精 製 水 は Milli　Q　w 乱ter　purification　system

（ミ リ ポ ア 工 業（株））で 製造 し た純水 を用 い た．そ の他の

試薬 は 市販 の 特級 品 を使用 し た．

2． ア クラル ビシ ン封入 ナ ノ ス フ ェ ア の 調製 お よ び保存

　 ア ク ラ ル ビ シ ン 封入 ナ ノ ス フ ェ ア の 調製法 を Fig．1 に

示す．ア ク ラ ル ビ シ ン 10mg ，　 PLGA 　50　mg に ジ ク ロ ロ

メ タ ン 1mL ，次 に ア セ ト ン 4mL を加 え溶解 した．こ の

溶液 を 万 能型 ホ モ ジ ナ イ ザ
ー

（ヒ ス コ ト ロ ン，日音 医理

科器械 製作所（株））で 1．S，4eo　rpm で 攪拌 下 ， ア ク ラ ル ビ

シ ン の pKa が 8．33 お よ び 955 で あ る 14）こ と か ら，ア ク

ラ ル ビ シ ン の 水相 へ 移行 を 防 ぐた め に pH を調整 し た 2

％ PVA 含有 0．1　mol ／L リ ン 酸緩衝液（pH 　9＞10mL を 徐 々

に滴下 し，5 分間攪 拌す る こ とで ，o／w エ マ ル シ ョ ン を

得 た．調 製 し た ofw エ マ ル シ ョ ン を 400　rpm で 攪 拌 下

の 2％ PVA 含有 0．1mol ／L リ ン 酸緩衝 液（pH 　9）40　mL へ

滴下 し，ジ ク ロ ロ メ タ ン お よ び ア セ トン を 除去す る た め

に 4 時 間攪拌 した ．得 ら れ た ナ ノ ス フ ェ ア 懸濁液 を 40

分間遠心分離（8，000× g＞し，．卜清 を 除去 し た．ナ ノ ス フ ェ

ア化 して い な い ア ク ラ ル ビ シ ン を 除去す る た め に，得 ら

れ た ナ ノ ス フ ェ ア に 精 製 水 を加 え て 懸濁 し，40 分 間 遠

心 分離 （8，000× g）し，上 清 を 除去 した ．得 られ た ナ ノ ス

フ ェ ア に 精製水 を加 えて 懸 濁 し，懸濁 液 の 分 散 の た め

に，ガ ラ ス フ ィ ル．タ
ー

（3μm ）に て ろ 過 し た ．− 80℃ ，10

分 問 の 凍結後，2 日 間凍結乾燥 し た．調 製 した ナ ノ ス フ ェ

ア は 4℃ で 保存 した ．

3． ナ ノ ス フ ェ ア 中ア ク ラ ル ビ シ ン 量 の 測定

　 ア ク ラ ル ビ シ ン 封入 ナ ノ ス フ ェ ア を ク ロ ロ ホ ル ム 2−5

mL を 加 え て 溶解 し た 後，精 製水 2−5　mL を加 え た．10

分間遠 心 分離（1，800 × g）し ， 水相 を 除去 した ．得 ら れ た

ク ロ ロ ホ ル ム 相中 の ア ク ラ ル ビ シ ン を分光 光度計（UV
−

240，（株）島津製作所）に て 435nm で の 吸光度 を測定 し，

ナ ノ ス フ ェ ア 中 ア ク ラ ル ビ シ ン 量 を求 め た ．測定限界 は

78
．
L3　ng ／mL 以 下 で あ っ た．ま た，次 の 式 に よ り薬物封

入率（％ ）を算出 し た．

薬物封入率 一

　　　実測 ナ ノ ス フ ェ ア 中 ア ク ラ ル ビ シ ン 量
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 × 100
　　　　　 処方 し た ア ク ラ ル ビシ ン 量

4． ア ク ラ ル ビ シ ン封入 ナ ノ ス フ ェ ア の 粒子 径測 定

　 ア ク ラ ル ビ シ ン 封 入 ナ ノ ス フ ェ ア の 粒子径 は サ ブ ミ ク

ロ ン ア ナ ラ イ ザ ー
（BI

−90　AT 　particle　 sizer 　ver ．．7，盟 和 商

事（株 ））に て 測 定し た，粒子径 は測 定機の算出 す る体積平

均径を平均粒子径 と した．

5． ア ク ラ ル ビシ ン封 入 ナノ ス フ ェ ア か ら の 薬物放出挙

動

　 ア ク ラ ル ビ シ ン 封 入 ナ ノ ス フ ェ ア を 0．0互％ ポ リ ソ ル

ベ ー
ト80 含有生 理 食塩液 に懸濁 し，37℃ の 振盪恒温漕

中 に放置 した，経時的 に サ ン プル を取 り出 し，5 分間遠

心分離（5，200 × g）し，上 清 を 除去 し た ．得 ら れ た ナ ノ ス

フ ェ ア を水 15mL に て 懸i濁 し；ク ロ ロ ホ ル ム 1−4　mL を

加 え振盪 し，5 分 間遠心分 離 （5，200Xg ）した．上 清 を 除

去 し た 後，ク ロ ロ ホ ル ム 相 中の ア ク ラ ル ビ シ ン を分光光

度計 に て 435nm で の 吸光度 を測定 し，ナ ノ ス フ ェ ア 内

N 工工
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2．0％ PVA 　solution （pH 　9），10mL ．Aclanibicin（10 皿 g）and 　PLGA （50mg ）

　　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　 　　　　 ← Dlchloromethane，1 皿 L

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＜ ト ーAcetone，　4　mL

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Complete！y　dissolved

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Oil　phase

　　↓
Aqueeus 　phase

＼

  ／

　　　　　　　↓
轍 卿 吻 噂 n ’ze ” a’J5・4°° ”pmf °rsminutes

　　　　　　翻固
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Stlrrmg　20 ％ PVA 　solutlon （pH 　9），40　mL

　　　　　　　　　　　／

　　　　　　　　　↓・… 的 一 一 一 ・一

　　　　　　懿 購 、

　　　　　　　↓繍欝騾 認 瓢 ｝・ −

　 　 　 　 　 Filtration βμ〃 1ノ

　　　　　　　↓
　 Pre

二freezing　at 一乎o 窃 o 尸 ノo 跏 鷹 ∫

　　　　　　　寺
　 　 　 ノ「reeze −dryingfor　2　days

　　　　　　　十
PLGA 　na 皿 ospheres 　containj 皿 9　aclarubicin

Fig．　L　Preparation　of 　PLGA 　Nanospheres　Containing
　　　 Acl肛 ubicin 　by　a　Solvent　Evapora廿Qn 　Method ．

ア ク ラ ル ビ シ ン 残存率を求め た ．

　また ，同 条件 下 に お．け る ア ク ラ ル ビ シ ン 溶 液 の 安 定性

を検刮 した ．

　採血 終了後，た だち に ラ ッ トを屠殺 し，心臓 ，肺，胸

腺 ，肝 臓 ，脾 臓 お よ び 腎 臓 を摘 出 した ．各臓 器 は 生 理 食

塩液で 洗 浄後，抽 出 操作を 行 うまで
一20℃ で 保存 した ．

6．　 ラ ッ ト大腿 静脈内投 与 実験

　Wistar系雄性 ラ ッ 1・（270 −300 　g）に ウ レ タ ン 麻酔下 ，ア

ク ラ ル ビ シ ン 溶液 また は ア ク ラ ル ビ シ ン封入 ナ ノ ス フ ェ

ア を 大腿静脈 か ら 投与 し た ．各製剤 は ア ク ラ ル ビ シ ン 量

と し て 2mg ／皿 L に 調製 し
，
2　mg 〆kg を 投 与 し た ．ア ク

ラ ル ビ シ ン を生理食塩液 に 溶解 した もの をア ク ラ ル ビ シ

ン 溶液 と した ．ア ク ラ ル ビ シ ン 封入 ナ ノ ス フ ェ ア は 0．Ol

％ ポ リ ソ ル ベ ート 80 添加 生 理 食 塩 液 に 懸濁 した ．

　投与終 ∫6 時間後 に，大腿静脈 よ り 0．55mL を採 血 し

た ．得 ら れ た 血 液は 5 分 間遠 心 分離（5，2eo × g）し た 後，

血 清 を 分 取 し，抽 出 操 作 ま で
一20℃ で 保存 し た．残存

し た 血 清 を 除去 し，血球に 精 製水 300μL を 加 え て 振盪

し た．こ れ に O．2　melfL リ ン 酸緩衝液 500
μ
L を加 え，抽

出 操 作 を行 う まで
一20℃ で 保 存 し た．

7．　 HPLC に よ る ア ク ラ ル ビシ ン の 測 定

　血 清中，血 球 中 お よ び 各組織中 ア ク ラ ル ビ シ ン 濃度測

定 は HPLC 法 に て 行 っ た．測定条件は次 の とお りで あ っ

た ．カ ラ ム ：LiChrosphere  

（メ ル ク（株 ））IOO　RP
−18（5ym ），

カ ラ ム 温度 ：50℃ ，移動相 ： ア セ 1・二 1・リ ル ：0．04mol ／

L ギ酸
一

ギ酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩衝 液（pH 　5，0）＝50 ：50，検

出波長 ：Ex ＝435　nn1 ，　Em ＝505　nm ，流速 ： 1mL ／min ，サ

ン プ ル 量 ：50μ L ．定量 限界 は 62．5ng ／lnL 以 下 で あ っ た．

8， 血 清中お よ び血 球成分 中か ら の ア ク ラ ル ビシ ン 抽 出

　得 ら れ た 血 清 お よ び 血 球 に 0．2mol ／L リ ン 酸緩衝 液

（pH 　7．0）O．5　 mL を 加 え た．酢酸 エ チ ル 2mL を 加 え，10

分 間振盪 し，5 分 間遠心分離（1，800× g）し，酢酸 エ チ ル 相

を得 た．こ の 抽 出 操作 を 2 回行 い ，得 られ た 酢酸 エ チ ル
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相 を 40℃ ，1 時 間蒸 発乾 固 し た．残 渣 に HPLC の 移 動

相 50gL を加え溶解 し， ア ク ラル ビ シ ン 濃度 を測定 した．

9． 各組織中 か ら の ア クラ ル ビ シ ン 抽出

　心臓，肺 ， 胸腺 ， 肝臓 ， 脾臓 お よ び 腎臓 の 各組織 を 細

断 し，適量 の 生 理食塩液 を 加 え て 臓器 ホ モ ジ ネ
ートを 作

成 し た．各臓器 ホ モ ジ ネ ート 1−2mL に 酢酸 エ チ ル 4mL

を加 え て 振盪 し，10分 間遠心分離（1β00 × g）し，酢酸 エ

チ ル 相を分取 し た．こ の 抽出操作 を 2 回行 い ，得 ら れ た

酢酸エ チ ル 相 を 40℃ ，1時間蒸発 乾固 し，残淹 に HPLC

の 移動相 300uL を加 え振盪 した ．こ れ を 10 分問遠 心 分　　　　　 ’

離（5200 × g）し，上 清 を試料 と し，HPLC 法に て ア ク ラ

ル ビ シ ン 濃度 を測定 した．抽出効率 は 85．3％ で あ っ た．

IO． ラ ッ ト転移性肝 がん モ デ ル の 作成 と薬剤投与方法

および 組織学検討

　Don エyu 系雄性 ラ ッ ト〔約 150 　g）を ネ ン ブ タ ール 麻酔 ド

で 開腹 し，5× IO6個／mL の AH 　136　B ラ ッ ト腹水肝がん

細胞懸濁液 02mL （1 × 106個 ）を 上 腸 問膜静脈 よ り移植 し

た ．各製剤 の 投与 を 行 う際 は ，ア ク ラ ル ビ シ ン 量 と し て

2mg ／mL に 調製 し，
2　mgfkg を移植 に続 い て 同部位 よ り

投与 した，投与後 ，生存 日数お よ び体重変化 を検討 し た．

　 ア ク ラ ル ビ シ ン を 生 理食塩液 に 溶解 し た もの を ア ク ラ

ル ビ シ ン 溶液 と した．ナ ノ ス フ ェ ア は 0．01％ の ポ リ ソ

ル ベ ート 80 を含 む 生理食塩液 に 懸濁 した．

　死 亡 し た ラ ッ トか ら肝臓 を 摘 出 し
，

10％ ホ ル マ リ ン

で 固定後，肝臓表面像 お よ び 組織切片像 を撮影 し，組織

切片標本 を作製 し た．

1L 　延 命率（increase　in　Iife　span ：ILS）の 算出

　平均生 存期間を求め，次 の 式に よ り ILS（％ ）を算出 し

た ．ILS ⊇

（治 療 群 の 平 均 生 存 期 間
一

未 治 療 群 の 平 均 生 存

期問ソ未治療群 の 平均 生存期 間 × 100．

12． 統 計解 析

　2 群 聞解析 に は Student
’
　s　 t−test を用 い た ，延命率の 解

析 に は generalized　 Wilcoxon 　 test を用 い た ，生存曲線 は

Kaplan−Meier 法に て 算出 し，　 lQg−rank 検定 を 行 っ た．　 p

く 0．05 に て 有意差あ りと した ．

結 果

1． ア ク ラ ル ビシ ン封 入 ナ ノ ス フ ェ ア の 製剤学的評価

　調 製 し た ア ク ラ ル ビ シ ン 封 入 ナ ノ ス フ ェ ア の 薬 物封 入

率 は 18，4 ％ で あ っ た．調製 し た ア ク ラ ル ビ シ ン 封 入 ナ ノ

ス フ ェ ア の 粒度分布図 を Fig．2 に 示す，平均粒子径 は

761nm （粒 度 分 布 ：521−1096　nm ）で あ り，単 分 散 を示 し

た．ア ク ラ ル ビ シ ン 封 入 ナ ノ ス フ ェ ア の ア ク ラ ル ビ シ ン

放出挙動 を Fig．3 に 示す．1 冂 聞 で 封 入 され た ア ク ラ ル

ビ シ ン の 33．9％ を放 出 し，7 日間で 65．0％ を放 出 した ．

　放 出 試験 の 条件 に お い て ，ア ク ラ ル ビ シ ン 溶液中の ア

ク ラ ル ビ シ ン 残存量 は経時 的 に 低 下 し，7 口 間で 85．0％

の 残存率 で あ っ た．

2． ア ク ラ ル ビシ ン 封入 PLGA ナ ノ ス フ ェ ア の 静脈内投

与 後 の ア ク ラ ル ビ シ ン体内分 布

　 ア ク ラ ル ビ シ ン 溶液お よ び ア ク ラ ル ビ シ ン 封 入 ナ ノ ス

フ ェ ア を ラ ッ ト大腿静脈 内投与 6 時間後 に お け る 各組織

内濃度を Fig．4 に 示す．

　ア ク ラ ル ビ シ ン 溶液投与群 に お け る肺 中濃度お よ び胸

腺 中濃度 は それ ぞれ 7 ．4 ± 2．9，ug ／mL ，3．7 ± 1．8　，u 　g／mL で

あ り，
ア ク ラ ル ビ シ ン 封 人 ナ ノ ス フ ェ ア 投与群 で は そ れ

ぞ れ 2．2± 0，4μ9／mL ，
1．1± 0．065μ9／mL で あ っ た．い ず

れ に お い て も ア ク ラ ル ビ シ ン 封人ナ ノ ス フ ェ ア 投与群 が
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Fig．2．　 Particle　Size　Distribution　of 　 PLGA 　Nano−

　　　 spheres 　Containing　Aclarubicin．

承
．

⇔o州
瑁
曁
。
H

口哨
。哨

鴦
℃

＜

100

80

60

40

20

001234567

　　　　　 Time，　day

Fig．3．　 Release 　Profiles　 of 　Aclarubicin　from　PLGA

　　　 Na 皿 ospheres 　 in　 a　 Saline　Contailing　 O．Ol％

　 　 　 Polysorbate　80．

　　　 Each 　 point　 represents 　 the　 mea11 ± S，D ．　 of 　3

　　　 expe ：iments．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japanese Society of Pharmaceutical Health Care and Sciences

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　of 　Pharmaoeutioal 　Health 　Care 　and 　Soienoes

44 医 療薬学 Vo1．34，　No ．1（2008）

b。丶
。。

−．
口
。

胃

雪
冒
。

口

8

碧
ヨ

§H
。

＜

16

12

8

4

0

＊

＊

＊

♂ 評 ♂ ゼ ρ
副

や
評 試

、
宕
〉

写
ヨし・
。。←
篝

Orga皿

100

80

60

40

20

00

10 20

Time，　day

30

Fig．斗．　 Distributions　of 　Aclarubici皿 6hQurs　after 　hltra−

　 　 　 venous 　Admilistration 　 of 　2 　Different 　Ac ］arubi −

　　　 cin （2　mk ／kg）Formulations　to　Rats．
　 　 　 ［コ ：Solution

　　　 園 ：PLGA 　nanospheres 　 suspension 　 containing

　　　 O．01％ polysorbate　80

　　　 Significantly　different： ＊

p ＜ 0．05
　　　 Each　valUe 　represents 　the　mean ± S．E ，M ．　of 　6
　 　 　 exper 】ments ・

Fig．5．　 Effect　 of 　PLGA 　 Nanospheres 　 Containing　 Aclam −

　　　 bicin 　 on 　 Surviva 蚤 of 　Rats 　 after 　Intraportal　Vein

　　　 I句ection 　of 　AH ］36　B ．
　 　 　

一一一一一一一一．
：Control　 − 一一

：Aclarub丘oin 　 solu 口on

　　　　　　　：PLGA 　 nanospheres 　 containing 　 aclarubi −
　 　 　 Cln

　　　 Signif童cantly 　different：＊

p ＜ 0．0
．
l

　　　 Each 　value 　represents 　the 　mean ± SE ．M ．　of　6　rats．

有意 に 低 か っ た ．

　 ア ク ラ ル ビ シ ン 溶液投与祥 に お け る 肝 臓 中 濃度 お よ び

脾臓中濃度 は それぞれ 0，5± 0，074μg／mL ，2．7± O．59μg／

mL で あ り，ア ク ラ ル ビ シ ン封入 ナ ノ ス フ ェ ア 投与群 で は

そ れ ぞ れ 5．5± Ll μg〆mL
，
11．4± 2，4

μg／mL で あ り，ア ク

ラ ル ビ シ ン 封入ナ ノ ス フ ェ ア 投与群 が 有意 に 高 か っ た．

　心臓 中濃度，腎臓中濃度 ，血 中濃度 で は ，両製剤 問 に

有 意 な 差 は み ら れ な か っ た ．

Table　L 　Therapeutio　 Effect　 of 　PLGA 　Nanospheres

　　　　 Containing　 Aclarubicin　 on 　 M ¢ tastases　 of

　 　 　 　 AH 　I36　B 　 to 　Liver ．

FG   ulation Survival　time，　day　　　ILS ＊，％

C 〔｝ntro1Achn1

）icin　solution

PLGA 　nariospheres 　containing

aGlarubich ユ

11．5 ：ヒ 0．76

14．5 ± 1．4

22．5 ± 2．4 ＊ ＊

26．195

．7 ＊ ＊

3． ラ ッ ト転移性肝がん モ デ ル に対す る ア ク ラ ル ビ シ ン

封 入 PLGA ナ ノ ス フ ェ ア の 門 脈 内 投 与 に よ る 延 命 効 果

お よ び体重変化

　 コ ン トロ
ー

ル 群，ア ク ラ ル ビ シ溶液投与群 お よ び ア ク

ラ ル ビ シ ン 封 入 ナ．ノ ス フ 」
一ア 投与 群 の 生 存 曲 線 お よ び 治

療効 果 をそ れ ぞ れ Fig．5 お よ び Tab 且e　1 に 示す．ア ク ラ

ル ビ シ ン 封入 ナ ノ ス フ ェ ア投 与群 で は，コ ン トロ
ー

ル 群

お よ び ア ク ラ ル ビ シ ン 溶液群 に 比 較 して 生 存期 間 の 有意

な延長 が 認 め られ た．また，ア ク ラ ル ビ シ ン 溶液群 お よ

び ア ク ラル ビ シ ン 封入 ナ ノ ス フ ェ ア群 の 1LS はそれ ぞれ

26．1％ ，95，7 ％ で あ り，ア ク ラ ル ビ シ ン 封 人 ナ ノ ス フ ェ

ア 群 の 有意 な生存期 問の 延長 が 認 め られ た ．

　体重変化 に つ い て Fig．6 に 示す．移植 お よ び 投与後

に ，すべ て の 群 お い て
一

過性 の 体重減少 が み られ た．そ

の 後 の 経過 で は
，

ア ク ラ ル ビ シ ン 封入ナ ノ ス フ ェ ア群 ，

ア ク ラ ル ビ シ ン 溶液群，コ ン トロ
ー

ル 群 の 順 に体重増加

を示 した．

Each　value 　represents　the　mean ± S．E ．M 　Qf6rats ．
＊ Percent 　ofincrease 　in　life　span ．
Signiificantly　differeut　from　aclarubici 皿 solution ：

＊＊
p く 0．05

、
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Fig．6．　 Effect　 of 　 PLGA 　Nanospheles　Corlta血  g
　 　 　 Aclarubicin　 on 　 Percentage　 Body 　 Weight

　　　 Change　 in　Rats 　 after 　h 五亡raportal 　Vein 　I吋ec −
　 　 　 tion　 of 　AH 　l36　B ．
　　　 ◆ ：Control；口 ：Aclarubicin　solution

　　　 ● ：PLGA 　nanosphe エes　containing 　aclarubi −

　 　 　 Cln

　　　 Eaoh　value 　represents 血e　mean ± S，E ，M ．　of 　6
　 　 　 rats ．
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4． 肝臓 の 組織学的検討

一肝臓表面像お よ び 組織 切片像 を Fig．7 に 示す．コ ン

1・ロ
ー

ル 群 で は，肝臓 の 肥大 と肝臓全体 に び ま ん性 の 腫

瘍 を 認 め た．ア ク ラ ル ビ シ ン 封入 ナ ノ ス フ ェ ア 投与群 お

よ び ア ク ラ ル ビ シ ン 溶液投与群 で は
， 肝臓 の 肥大 は 認 め

られず，コ ン トロ ー
ル 群 に比較 して 腫瘍部分 も少 な く，

製斉llに よ る 抗腫瘍効果 が 認 め ら れ た．ア ク ラ ル ビ シ ン 封

入 ナ ノ ス フ ェ ア 投与群 お よ び ア ク ラ ル ビ シ ン 溶液投与群

の 比較 に お い て
， 明確 な違 い は認 め られなか っ た．

　組織切片顕 微鏡像 を Fig．8 に 示す，ア ク ラ ル ビ シ ン

封入 ナ ノ ス フ ェ ア 投 与群 で は 出血 箇所 お よ び 壊死部分 が

認 め ら れ た が ，ア ク ラ ル ビ シ ン 溶液投与群 で は認 め らな

か っ た．

1 2 3

轟

4 5 6

Fig，7．　 Photograph　of 　Rat　Liver　Section　at　Autopsy 　a貨er 　Inoculation　with

　 　 　 AH 　l36BCells 　Via　the　Portal　Vein．
　 　 　 1，4．Col〕trol　 2，5．　Ac ］arubici 皿 solution

　　　 3，6．PLGA 　namospheres 　containing 　aclarubicin

1

3

2

4

Fig．8、　 Microphotograph　 of 　 a　Section　 of 　Rat　Liver　 at　Autopsy −

　 　 　 after 　 Inoculation　 witl ユ AH 　l　36B 　 Cells　 Via　 the　 Portal

　　　 Vei皿 （Original　magnification × 250 ）．
　 　 　 1．Contro1　 2．　Aclarubicin　so ］ution

　　　 3，4．PLGA 　nanospheres 　containing 　aclarubici 皿

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japanese Society of Pharmaceutical Health Care and Sciences

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　of 　Pharmaoeutioal 　Health 　Care 　and 　Soienoes

46

考 察

　 今 回わ れ わ れ は ア ク ラ ル ビ シ ン 封入 ナノ ス フ ェ ア を調

製し，ラ ッ ト転移性肝 が ん モ デ ル に対す る ア ク ラ ル ビ シ

ン 封 入 ナ ノ ス フ ェ ア の 治療効果 に つ い て 検討 した．

　 調製 し た ア ク ラ ル ビ シ ン 封入 ナ ノ ス フ ェ ア の 粒度分布

は単分散を示 し た．こ れ は ア セ ト ン が PVA 溶液 へ 急速

に拡散す る
ls）＝ と，転相法に よ る 乳化法を 用 い た た め と

考え ら れ た．ア ク ラ ル ビ シ ン 封入ナ ノ ス フ ェ ア の 薬物封

入 率は 18．4％ で あっ た．ア セ トン の PVA 溶液 へ 急激 な

拡散は粒子径の 均
一

化に は有効で ある が，薬剤 の 水相 へ

の 拡散を 増大 させ る と考 え られ る．Hyon ’f’）は 有機溶媒 と

して ジ ク ロ ロ メ タ ン の み を用 い ，乳化法 に超音波照射 を

用 い る こ とで ，粒子径 1μm 前後 の ア ク ラ ル ビ シ ン 封入

マ イ ク ロ ス フ ェ ア を 90％ と 高い 薬物封入 率 で 調 製 で き

る こ とを報告 して い る．こ の こ とか ら，薬物封 入 率 を 改

善す る に は，ア セ トン 処方量 を減量 し，超音波照射に よ

る 乳 化法 に よ り薬物封 入 率を向上 で きる と 考え ら れ る

が，こ の 点 に つ い て は，さ ら な る検討が 必要 で あ る，

　ア ク ラ ル ビ シ ン 封入 ナ ノ ス フ ェ ア か らの 薬物放出挙動

の 検討 に お い て ，ナ ノ ス フ ェ ア 内 の 薬物残存量 か ら薬物

放 出率 を算出 した ．こ れ は 放出試験 の 条件 に お け る ア ク

ラ ル ビ シ ン 溶液 の 安定性 を検討 した 結果，経 lr寺的 に残存

量 の 低 下 が 認 め ら れ た た め で あ る ．

　ナ ノ ス フ ェ ア に 用 い る 高分子 と して
， 乳酸 ・グ リ コ

ー

ル 酸重 合 比 75 ：25，分 子 量 20，000 の PLGA を 選 択 し

た ．Juni ら の 報告
17）

に よ る と
， 分 子量 35，000 の PLA を

用 い た ア ク ラ ル ビ シ ン 封入 マ イ ク ロ ス フ ェ ア か らの in

vitro に お け る 薬物放出 は 5 日間 で 25％ 以 下 で あ る ．そ

こ で ，PLA よ り分解速度 の 早 い PLGA を選択 し
，

ま た
，

分子 量 も 20，000 と小 さ い PLGA を 選択 し た．こ れ に よ

り 7 口 間 で，封入薬物 の 65．0％ を 放 出す る こ と が 可能

で あ っ た．

　調 製 した ナ ノ ス フ ェ ア に お い て ，残留溶媒 に つ い て は

詳細 な検討 を行 っ て い な い ，Niwa ら の 報告
1s〕に よ る と，

高分 子 と して PLGA ，有 機 溶媒 と し て ジ ク ロ ロ メ タ ン ，

ア セ ト ン を 用 い ，液 中 乾 燥法 に て 調 製 し た PLGA ナ ノ

ス フ ェ ア にお い て，残留溶媒 は 検出限界以 下 で あ っ た と

報告 して い る ．こ の こ とか ら，同様 の 調 製法 を用 い て 調

製 した ア ク ラ ル ビ シ ン 封 入 ナ ノ ス フ ェ ア に お い て も，残

留溶媒 は極 め て 少な い と考 えられ るが ，残留溶媒 に つ い

て は 検討 の 余地があ る と考 えられ た ．

　ラ ッ ト大腿静脈内投与 6 時聞後 の 組織分布 の 検討 に お

い て ，ア ク ラ ル ビ シ ン封入 ナ ノ ス フ ェ ア投与群は ア ク ラ

ル ビ シ ン 溶液投与群 と比較 し，肺 と胸腺 中 の 濃度が 有意

に 低 く，
ま た肝臘と脾臓 の 濃度 が 有意 に 高 か っ た ，ナ ノ

ス フ ェ ア な ど の 微粒子製剤 を血 管内投与 した 場合，細網

内皮系組織 に 貪食 さ れ る
19 〕が ，そ の 体内分布 は 粒 子 径 ，
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粒子表面 の 親水性 お よ び 電荷 に よ り異 なる ．粒子径が直

径 1001  か ら 3ym の 微粒子製剤 は 細網内皮系組織 に よ

り捕捉 さ れ る
2n・21）．粒子表面 が 親水性 で あ る 場合 や 弱 く

マ イ ナス の 荷電 して い る場合 に は細網内皮系組織 の 認識

を受け に くい
22・23｝．さ ら に in　 vitro の 検討 に お い て ，堀

沢 ら
24 ）は PLGA ナ ノ ス フ ェ ア が 細胞内へ 取 り込 ま れ る こ

と を 報告 し て お り，Rejman ら
2s｝は 細 胞 へ の エ ン ドサ イ

トーシ ス の 機序は粒子径 に よ り異 な る こ と を報告 して い

る，今 回調製 し た ナ ノ ス フ ェ ア の 平均粒子径 は 761nm

で あ っ た こ とか ら，細網内皮系組織 で あ る肝臓 と脾臓 ヘ

ナ ノ ス フ ェ ア が捕捉さ れ た こ とに よ り，肝臓 と脾臓 の 濃

度 が 高 くな り，相対的 に 肺臓 と胸腺 の 濃度 が 低 くな っ た

と考 え られ た．こ れ ら大 腿 静脈内投与後 の 体内動態 の 検

討か ら，門 脈内投与後に お い て も肝臓，脾臓 へ の 蓄積が

高い こ と が 考え ら れ る が，粒 子表面 の 特性 の 検 討 を 含

め ，門脈内投与後の体内動態 に つ い て は さ ら な る 検討 が

必要で あ る と考えられ る．

　ラ ッ ト転移性肝 が ん モ デ ル で の 延命率は ア ク ラ ル ビ シ

ン 封 入 ナ ノ ス フ ェ ア 投与群 が 有意 に延長 し た．また，組

織切片顕微鏡像 の 検討お い て ，ア ク ラ ル ビ シ ン 封 入 ナ ノ

ス フ ェ ア 投与群 に の み 壊 死 部分 を 認 め た ，こ れ らの こ と

か らア ク ラ ル ビ シ ン 封入 ナ ノ ス フ ェ ア は ア ク ラ ル ビ シ ン

溶液 と比較 して 優れた 治療効果 を持 つ こ とが示 された．

　 ア ク ラ ル ビ シ ン 封入 ナ ノ フ ェ ア の 抗腫瘍効 果 は 門 脈内

投与 され た ナ ノ ス フ ェ ア が肝臓 中に 多 く滞留 し， 徐 々 に

ア ク ラ ル ビ シ ン が 放出 さ れ る こ と に よ り，抗腫瘍効果 を

発揮す る た め と考 え ら れ た．す な わ ち肝臓中 に 存在す る

ナ ノ ス フ ェ ア か ら の ア ク ラ ル ビ シ ン の 徐放化 に よ り， 細

胞着床前 の 細胞殺傷効果 だ けで な く転移成立 巣 に 対 して

も組織学的 に 明 らか な 抗腫瘍効果 ， 腫瘍壊死 が み られ た

と考え られ た．

　山村 らは 抗 が ん 薬 の 門脈 内投与 に 関 して ，再発予防 を

目 的 と し た 有 用 性 を報告
26・27）し て お り， 門脈 内投与 が 大

腸 が ん 肝転移再発 予防効果 を 示す た め に は 投 与 プ ロ ト

コ ール の完全施行が 重要 で あ る こ と を示 して い る．こ の

こ とか ら，薬 物を持続 的 に放 出 で きる 製 剤 を用 い る こ と

で 薬剤投与 回 数 を 減 らす こ とが 可 能 と な り，投与プ ロ ト

コ
ー

ル の 完遂 に寄与 で きる と考え ら れ る．す なわち薬物

を徐放化す る ア ク ラ ル ビ シ ン 封入 ナ ノ ス フ ェ ア は 肝 転 移

再発予防 を 目 的 と し た 門脈 内投与 に 適 し た 製剤 で あ り，

門脈内投与 も検討 しう る 投与経路 と考 えられ た．

　以上 の こ と か ら，ア ク ラ ル ビ シ ン 封 入 ナ ノ ス フ ェ ア 門

脈内投与 は転 移性肝 が ん に 対 して 優れ た 治療効果を持つ

もの と考 え ら れ た．
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