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　 ア ド リ ア マ イ シ ソ （以下 ，ADM と略す） ｝t　 anthra −

cycline 系抗生物質で，臨床的 に 広 く用 い られ 多 くの 成

人 お よ び 小児の 悪性 腫瘍 に 有用 で ある．1｝ しか し ，心毒
性 な ど副作用 が強い た め ，

2》
適当 な製剤学的修飾に よ る

副作用 の 軽減，腫瘍選択性 の 増強が望 まれ て い る．そ の

方法 の
一

つ と し て ，脂質二 重層を もつ 閉鎖小胞で あ る リ

ボ ソーム の 応用が 考えられ，多数の 報告が あ る，3’の

　た とえ ば・Rahman ら
s）は ADM を リボ ソ ーム に 封入

す る こ とに よ り，マ ウ X で の 抗腫瘍活性を損 うこ とな く

ADM の 心へ の 移行 を減少 させ ， そ の 結果心 毒性発現 を

防 1ヒす る 可能 性 を示 唆 した．

　
こ の よ うな 背景 を基 に し，将来晦床へ の 応用が 期待 さ

＊ 1
日 本薬学 会 第 103 年会 （1983年，東京）で 発表 ，

＊：
大阪市福 島 区 福島 1丁 目1−50 ；1−50 ，

Fukushima

　 1−chome ，　 Fukushima −ku，　Osaka−shl，553
　 Japan

れ る が ，ADM の リボ ソ ーム 封入 体は溶液中では 安定性
は 悪く， 必要時病院内で調製衝 直ち に 投与す る こ とが

必須 で ある．そ こ で 今回 ，ADM の リボ ソ ーム 封 入体を

注射剤と し て 院 内製剤化す る こ とを試み ， そ の 基礎的検

討 を行 っ た の で報告す る．

実　験　の　部

　L 　試　料

ADM の 塩酸塩は・フ ・ ル ミ タ リ ア カ ル P エ ル ・ミ社製
で ，協和醗酵工 業株式会社 よ り提供をうけ た．ま た，ブ

レ ォ マ イ シ ン 塩 酸塩 は 日本化薬株式会社 よ り提供を受け

た ・レ ・
−
ph ・・ph ・tidyl・h・line（PC ），・h・1・・t… 1（Ch 。1），

stearylamine （SA ）は ，　Sigma 社 の製品を用 い た ．緩

衝液調製用 の 試薬 。溶媒は 市 販特級品 を用 い た ．

　2． ア ドリア マ イ シ ンーIJポ ソー厶 （以下，　ADM −Lip・

と略 す ）の 調製

へ 、
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　 リ ボ ソ
ー

ム の 調製 は ，Rahman ら
3）

の 方法に 準 じた ．

66μmol の PC ，66μmol の Cho1 お よ び 22μmo1 の SA

を ，20mlの 共栓 つ き円沈管中で ， 5ml の 有機溶媒 （ク ロ

ロ ホ ル ム ： エ ーテ ル ＝1 ：1，s’
／v ） に 溶解後，溶 媒 を窒

素で 留去 し，ガ ラ ス 壁に 生 じた 脂質の 薄膜 に ADM 　5　mg

を含む 0，01M リ ン 酸塩緩衝生理的食塩水 （pH 　7．4）（以

下，緩衝液 と略す）10ml を静か に 加え，室温 に て Vortex

ミ キ サ ーで 10分間か くは ん し て 懸濁液とした ．こ の 懸濁

液 を窒素 ガ ス 還流下，35° C の
一定条件 の もとで 20分間

超音波処理 （Ultra　Sonic　Cleaner ，　 Yoto ，　UC ・ 0205，

bath　type ） を 行 っ た ．懸濁液か らの 遊離 の ADM の 除

去は 透 析1・c よ り行 っ た ．すなわ ち，懸濁液 を あらか じめ煮

沸し て 硫黄分 を 除 去 した セ ル P 一ス チ ューブ 　（Visking

社製，27f3z 型）に 入れ ，
500ml の 緩衝液を外液 と して ，

4°C 下で 約 200rPm の 速さでか くは ん しなが ら，40時間

以上 透 析 した ．そ の 間，外液を 3 回 交換 した ．透 析後の

内液，す なわ ち リボ ソ ー
ム に 封入 され た ADM を試料 と

し，その 調製 した 同一日に 以 下 の 実験を 行 っ た ．なお ，

この 方法 に よ り調 製 した ADM −Lip の ト ラ ッ プ率 は ，平

均 16．9％ （n ＝・　4 ） で あ っ た ．また ， 対照薬物と して 水

溶性の 抗 ガ ン 剤で あ る ブ レ オ w イ シ ソ （以下 ，BLM と

略す）に つ い て もADM と同 様 の 方法 で ブ レ オ マ イ シ ン
ー

リポ ソ ーム （以下，BLM −Lip と略す）を 調製 し，そ の

トラ ッ プ率は 7．6％ （n ＝ 2） で あ っ た ．

　 3．ア ドリア マ イ シ ン の 定量

　 ADM お よび リポ ソ ー
ム に 封入 した ADM の 定量は ，

螢光法5）
に よ り行 っ た 。す な わ ち ，水溶液中の ADM の

定量法は ， 試料 2ml に 0．3N塩酸含有 50％ エ タ ノ ール 溶

液2ml を 加 え，日立204−S 型螢光分光光度計を用い て ，

励起波長 470nm ，螢 光波長 585nm で ADM の ヶ イ 光強

度を測定 し ，
ADM を定量 した．　 BLM ｝こ っ い て は UV

　（290nm ）に よ り定量 した ．リ ボ ソ ー
ム に 封入 した ADM

お よ び BLMI の 定量は ，1 ％ の ト リ トン X −100を 試料 と

同量加 えた 後，煮沸した 水の 中に 30分間浸 し，水溶液中

の ADM お よび BLM の 定量 と同様に 行 っ た ．

　 4． 透析実験

　 Meyer ら
9，の 透析法に 準じて 行 っ た ．すなわち ， 試料

5ml を セ ル ロ ース チ ュ
ーブ に 入 れ ， これ を 37°C に 保 っ

た 100mlの 緩衝液の 中に 入 れ ，約300rpm の 速 さ で ス タ

ーラーで か くは ん し一定時間 ご とに外液 1ml を 採 取 ，

「司時 に 緩衝液 1ml を外液に 加え た ．こ の 採取 し た 外液

をADM の 定量に 用い た ．

　 5．油水分配率の 側定

　 ADM −Lip 溶液 10ml と 1一オ ク タ ノ ール 10mlを 10分

間振 と うし た後 ，
2000　rpm ，10分間遠心 分離 し，1一オ ク

タ ノ ール 中 の ADM −Lip溶液 と水層 中 濃度の 比 か ら油 水

分配率を求め た ．な お ，BLM の 油水分配率は ，　 ADM と

同様の 方法に よ り行 い 算出 した。

　6． 粒子径 の 測定

　ADM −Lip の 粒子 の 大 きさは ， ネ ガ テ ィ ブ 染色に よ る

電子顕微鏡写真上の リボ ソ ー
ム 粒子 （少な くと も 200個

以 上 ）の 直径を測定 し て 求め た ．電子顕微鏡用 試料 の 調

製は 次 の 通 りに 行 っ た ．す な わち ，
ADM −Lip を緩衝液

で 適当な濃度 に 希釈 した液 を 1滴 ，未圃定 の ま ま 毛細管

で放電処理 し た 膜張 りメ ッ シ ュに の せ 1 分後 に 余分 な水

分をろ紙片で 吸い 取 る，次に 1 ％ リソ タ ン グス テ ン 酸染

色液 （pH 　7．0）の 1 滴を パ ラ フ ィ ル ム 上 に 置き，そ の 滴

表面に 試料面 を下 に して メ ッ シ ュを浮か べ ，1 分後に 取

り上 げ て，余分 な液を除 く．こ の 試料を 日本電子透過型

電子顕微鏡 （JEM −100cx） で 検鏡した．

実験結果と考察

　1， ア ドリアマ イシン リポ ソ
ー

厶 の in　vitro で の 安

定性に関する検討

　ADM を 封入 した リ ボ ソーム は ， 投与 した 後生体内に

分布 し，体液中で 平行に 達す る まで保持 させ る必要があ

る．そ こ で ，セ ル ロ ース 膜を 用い た 透析法 で，体液の モ デ

ル 溶液で あ る 37°C ， pH 　7．4 の 水溶液中で の 安定性 を調

べ た 結果 を Fig．1 に 示す．180分で リポ ソ ー
ム ｝こ封 入 し

て い ない 遊離 の ADM は ，ほ とん ど100％透過 した ．しか

し，PC ・Chol・SA を成分とす る リボ ソ ーム に ADM を

封入 した ADM −Lip で は ，180 分で の 透 過率は 1・4％ と

な っ た ．

1

（　

巴

b
コ・− 　
信
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賁
£
　　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Tlme ｛min ｝

Fig．1．　Effect　of　Charged　Lipid　on 　the 　Permeabihty

　　　　 of 　Adrianlycin

　　　　 Composition　 of 　liposome （molar 　 ratio ）

　　　　　一
〇
一一

，　only 　adriamycin 　（no 　liposome）

　　　　　 一△
一，PC ；Cholニ1 ：1

　　　　　
−

●ト ，PC ： Cho1 ： SA 　＝1 ：1 ：0．33
　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （ADM −Lip）

　　　　 Condition　of 　dialysis：370C ，　the　buffer　so三n ・
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　 こ れらの 結果か ら 37° C ，嬋 7．4 の 体液 モ デ ル 溶液中

の 条件下 で は ，ADM は リ ボ ソーム に 保持 され て お り，
ADM −Lip は 比較的安定 と思 わ れ る ．しか し荷電物質 で

ある SA を 除い た リ ボ ソ ーム で は （ト ラ ッ プ率は 7．3％

〔n ・＝　2〕で あ っ た ）， 180分 まで の 透過率は 34％で ，SA

を含む ADM −Lip の 透過率 1．4％ に 比べ て や や 不 安定 な

傾向が 認 め られ た ．こ の こ とに よ り荷電物質が安定化に

関与して い る もの と思わ れ る の で ，以下 SA を含む ADM
−・Lipを以後 の 実験に 用 い た ．

　 2． ADM −Lip の 分配率に 関す る検討

　 リ ボ ソ ーム に封入 した ADM の 物理化学的性質の
一

つ

と して 油水分配率を求め た （Table　1），

　ADM の み の 分配率は 約 1 で あ っ た が ，　 ADM −LiP に

封入する と見かげの 分配率が 38．7 とな り高い 値を示 し

た ．ま た BLM に つ い て 同様 の 実験 を 行 っ た 結果，リポ

ソ ーム に 封 入 した 　BLMlo ，の 見か けの 分配率 は 38．4とな

り，ADM −Lip とほ ぼ同 じ値 とな っ た ．しか し な が ら

BLM 自身 は ADM と比 べ て 水 溶 性 の 高い 物質で あ る の

で，BLM の み の 分配率は ADM に 比較して極端に 低 く

な っ て い る ．こ れらの 結果か ら ， リボ ソ ーム に 封入 す る

こ と よ り見か け の 油水 分配率が高くな り，ADM の 場合 ，

約30倍脂 溶性が 高 ま る こ とが 確認 され た ．また ，こ の 結

果 ，
ADM −Lip の 脂溶性の 増大 白体が直接体内動態に 影

響をお よぼすか ど うか は 今後の 検 討が 必 要 で あ る が ，
BLM の 場合脂溶性を 与え る こ とに よ り血中濃度に持続

性が見 られ る
11 ）

の で，ADM も同様 の 効果が期待 され る．

L　 1μ
塑

Fig．2．　Negative　Stained　Electron

　　　　 Micrograph 　of 　ADM −Lip

Table　1．　 Octanol−Water　Partition　Coefficients　 of

　　　　　Drugs 　Entrapped 　in　Liposome

drug　　　drug　entrapPed 　（BL）
（A ）　　　　in　Iiposome（B） （A ）

Table　2．　 Distribution　of　Particle　Size　of 　ADM −Lip
　　　　　Meas 皿 ed 　 by　 Negative　 Stained　 Electron
　　　　　Micrograph

　　　　　　　　 particle　 size （μm ）

　　　　　　　 ＜0，2　0．2〜0．30 ．3〜0．4 　　0．4〈

器糠 、。1。、
＊ 65 　 76 　 5632

rate 　（％）　　　　　　28 ．4　　　　　33．2　　　　24．5　　14．0

　　　　　　　 ＊number 　 of 　tota［particles ＝・229

adriamycin

　　（n ＝ 6）
bleomycin
　　（n ・！4）

1．15土 0．4538 ，7± 8．1　　　33．7

0，003土0．0001　38．4 ：辷O．6　　12800

　3．　 リボソーム の秘子径

　ADM −Lip の 注射剤 の 製剤化 を行 う目的で ，先 に 述べ

te方法 で調製 した ADM −Lip の 粒度分布を検討 した ，

　Fig．2．は ，　ADM −Lip を ネ ガ テ ィ ブ染色法に よ り調製

した試料を透過型電子 顕微鏡 で撮影 した もの で ある．こ

の 写真を も とに して 粒子径 を測定した 結果を Table　2 に

示す・平均粒子径 は 0・2〜O・　3μm で，O．4μm 以下 の 粒子

径 を もつ ADM −Lip が 大 部 分 で あ っ た ． した が っ て ，

ADM −Lip を注射剤 と し て 調製す る場合 ， 懸濁性注射剤

とな るが ，
ADM −Lip の粒子径 の測定結果 よ り静脈投与

」 吻 丶 、

PC ‘G6丿nmpl ｝；SA（22pmo1 ，；Chol 　C66pmo1｝

disso1 Ψ ed 　ユn 　5　ml 　of 　the 　organic 　so1 ▽en ヒ
　 　 Ievaporated

　under 　Nzgas　〔30
．
1

…
十《・・ ・ ・… b ・ ・ ch ”

一一一一 一
adde

？
1 ° m1 °f

　
the

　
b” ffer ・ ・ 1・・c ・ nt ・ i・ i ・ 9　ADM 　5 ・ q

皿 ixed 　for 　lo 　皿五n
　 　 IsoniDa

ヒed 　for　20 　min 　under 　Na 　gas

　　l 〔35°・b ・th　typ ・ ・°・W ）

dialyzed 　ovet 　a 　period 　 of 　40　hr　 with 　chanqing

the　 　 buffer　 　 　 　 　 soln ，　3　tiWte8

ADM −Lipassed
’
through 　a 　sterilized 　D．45 μ m 　Millipore 　filter

inヒ・ ・ t ・ ・ile
・ pyr ・ gen

−f・ ee ・mp ・ 1… 　 nd 肛 N
、 胆 ・

AP 跖
一LiP 　 lnjecti ・ n

Fig．3．　Preparat三〇n　of　ADM −Lip　Injection

が 可能と判断で きる，

　4． 注StfiJの 院内製剤化

　ADM を封入 した リボ ソーム を注射剤として 製造す る

の に 必 要な無菌調製法に つ い て Richardson ら の 方法
12 ，

に 準 じて 検討 した ．リボ ソーム は 熱に 対して 不 安定なた

め に 加熱滅菌がで きな い の で ，滅菌 は 細菌 ろ過法を 用 い

た ．0．45μm の 細菌ろ過用 メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ーを 用 い

る と，お よ そ80％通 過 し比較的損失を少なくろ過除菌が

《

h
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で きた．そ こ で Fig．3 に 示す よ うに ， 院内製剤 として 通

常行われ る 無菌操作法に よ っ て 除菌を 行 っ te．す な わ

ち，膜成分を溶解し 薄膜形成後の 段階 か らク リーγ ベ ン

チ 内で無菌的 に 行い ，先tc述ぺ た方法で調製した．ろ過

除菌 は，透析 ｝こ よ り遊離 の ADM を取 り除 い た後に ，

Millipore社の 0．45μm ス テ ア リル メ ソ ブ ラ ン フ ィ ル タ ー

を 使用 した．密封は 窒素還流下 で 行 い ，

一
部無菌試験用

に 用 い た ．無 菌試験法 は ，日本薬局方に 準 じ て 行 っ た

が，い ずれの サ ン プ ル に も徴生物が認め られなか っ た ．

こ れらの 結果か ら ， ADM −Lip の 院内製剤化が 可能で あ

る こ とが 確認 され た ．

　謝辞　試料 を提供 して い た だ い た協和醗酵 工 業株式会

社 な ら び に 日本化 薬株 式 会 祉 に 感 謝 い た します ．
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．广

團 胆 汁分 泌 促 進 剤

＝ll圏， 7L ク盗 錠
ア ネト

ール トリチオ ン 12．5mgノ錠 含有

〔適 応 症〕 下 記疾患 に お け る利 胆

　　　　　　 胆 道 （胆 管 ・胆 の う〉系 疾患 及 び胆

　　　　　　彳十う っ 滞 を伴 う月
’F疾 患

〔用 法用 量 〕　 ア ネ トール ト リ チ オ ン と して 通常成

　　　　　　人 1 回 25mg を 1 日 3 回経 口 投与

　　　　　　年令 ・症状 に よ り適宜増減

〔鶚理作用〕 （1）催 胆 作用

　　　　　　（2｝肝機能賦活作用 （血 中 GSH 値 上

　　　　　　　 昇 ／色素排泄能促進 ／尿 素合 成 能

　　　　　　　促進 ／肝 コ レ ス テ ロ
ール 量調整）

薬理作用 の 詳細 及 び使用上 の注意 に つ い て は製品

添付文書 をご参照下 さ い 。
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〔包　装〕　　　　 1，200錠　6，000ee

　　　　　 （PTP ） 10錠×12010 錠 × 600

◇同
一一・成分製剤にス ル フ ァ レ ム 丸 〔12，5  ／丸）があります。
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