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一CD ） with ・ ・t・bility・・ n ・tant ・f　18600M

−1，　 Kne ・di・g　mi ・t・・es ・f　CYA 　with 　DM † CD

in　various 　molar 　ratios （1 ：3to 　1 ：200） were 　prepared．　 The 　effects 　of　DM 一
α
一CD 　on 　the　gas

・

trointestinal 　absorption 　of 　CYA 　was 　then　investigated　in　the 　rat ．　The 　mean 　absorption 　time 　and

the　mean 　residence 　time 　of 　CYA 　was 　shortened 　with 　the　increase　in　the　molar 　ratio 　of　DM 一
α
一

CD　to　CYA ．　 The 　maximal 　AUC 　was 　obtained 　after 　the　administratiQn 　of　the　1 ： 30　kneading

mixture ．　 A 　further 　increase　in　the　molar 　ratio 　of 　DM 一
α
一CD 　showed 　insignificant　changes 　with

，eg 。，d　t。　the　extent ・f　bi・av ・i1・bility．　 Th ・ bi・ avail ・bility・f　 each 　mixt ・・ e　w ・・ alm ・st　the　same

as 　or 　 slightly 　higher　than　that　 of 　 Sandimmun   ．

Keywords − cyclosporin ，
　solubility ，　dimethyl一α

一cyclOdextrin ，　complex ，　oral　bioavailability

†
1 本報は 日本薬学会ee　112年会 （福岡，1992年 3 月）

　 で
一

部発表．

†
2

神戸 i［i兵庫区荒 田町 2−1； 2−1，Arata−cho ，

　 Hyogo −ku
，
　Kobe

，
652　Japan

†
3

神戸市中央区楠町 7−5； 7−5，Kusunoki −cho ，

　 Chuo−ku，
　 Kobe

， 650　Japan

†t 神戸市東灘区本 山北町 4−19−1； 4−19−1， Moto−

　 yamakita
−
machi ，

　 Higashinada−ku ，　 Kobe ，658

　 Japan

緒 言

　強力な免疫抑制作用を有す る環状ポ リペ フ チ ド

で ある シ ク 卩 ス ポ リ ソ （CYA ）は ，臓器移植が定

着化 しつ つ ある今 日 ， そ の 役割 は 益 々 増大 して い

る．し か し ，
CYA の 消化管吸収性は ， 内服後の

食Pt1） お よび患者個 々 の 消化運動性 2） 等に よ っ て

大 きく変動する こ とが知 られ て お り，臓器移植患

者 の 社会復帰 の た め に は 消化管吸収性の よ り確実
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な 製剤開発が必要で ある．また，最近 の 使用 事例

の 増加 に 伴 い ，現在臨床で 用 い られ て い る 3 製剤

（経 口 用 ， 2 種 ； 注射用， 1 種）以外に ，治療 目

的 に 応 じた多様な製剤の開発 も望ま れ て い る．し

か し なが ら，CYA は 極端な脂溶性で ある た め に

有効な新規製剤の 開発が容易で な く，界 面活性剤

を配合 した経 口 用 の 固形製剤3・4）
お よ び α

一シ ク ロ

デ キ ス ト リ ン （α
一CD ）と の 複合体化に よ る点眼用

の 水性液剤
5 ｝

に つ い て 報告され て い る に す ぎ な

い ．

　筆者 ら は先に，複合体化 に よ る悪性黒色腫 の 熱

中性子捕捉療法時 の 標的物質 として の 有効性が証

明 されて い る．難溶性 の パ ラ ボ 卩 ノ ブ ヱ ニ ル ア ラ

ニ ン の 可溶化な らび に バ イオ ア ベ イ ラ ビ リテ ィ 向

上 に つ い て 各種 CD を用い て 検 討 し た ．そ の 結

果，α一CD 誘導体 との複合体化 に よ り顕 著な溶解
性 の 改善 とそれ に 伴 っ て バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ a

の 上 昇が 認め られ る こ とを明 らか に した 6の ，

　本報で は ，CYA を消化管吸収性 の 確実な新規
の 経 口 製剤開発を 目的 とし，各種 CD に よ る 可溶

化を試 み た ．用 い た CD ご とに CYA の 溶解性
を評価する とともに ，CYA の 消化管吸収に 及 ぼ

す CD 配 合比の 影響を 2，6−di−O −methyi 一
α
一CD

（DM 一
α
一CD ） との 練合体で 調べ た ．

実 験 の 部

　1．　試薬および溶媒

　CYA
，

シ ク ロ ス ポ リ ン D （CYD ， 内部標準 と

し て使用）， Sandimmun 内用液お よ び注射液は

サ ン ド薬品  よ り，α一CD ，お よ び グル コ シ ル ＿
α
＿

CD （G一
α
一CD ）は 塩 水港精糖  よ り恵与 され た も

の を使用 した・DM 一
α
一CD は 和光純薬  製を ， 溶

媒類は 高速液体 ク 卩 マ トグ ラ フ 用を使用 し た ．水

は脱 イ オ ン 蒸留水を再蒸留し て 用 い た ．

　2．　 溶解度測定

　CYA の
一

定過剰量を共栓付試 験管に 入れ，種
々 の 濃度の 各 CD 溶液を添加 して密栓 し，20QC
お よび 37° C の 条件下 で 溶解平衡に 達 す る ま で

（20
° C

，
6 日間 ；37DC

， 10 日間）振と うした．

こ の 液をあらか じめ 各温度 に 保温 して お い た メ ン

ブ ラ ン フ ィ ル タ ー （0．2μm ）で ろ過 し， メ タ ノ
ー

ル で 希釈後， CYA を以 F に示す逆相条件の 高速

液体 ク ロ v ト グ ラ フ ィ
ー （HPLC ）で 測定 した，

　3．　練合体の 調製

　 モ ル 比 1 ： 3 か ら 1 ；200 ま で の CYA とDM 一
α
一

CD を メ ノ ウ乳鉢に 取 り，水を適量加え，約 40分
間混練 した．ペ ース ト状の 練合体 は 室温で 3 日 間

減圧乾燥後，粉砕 し ， 100 メ ッ シ ュの 篩を通過 し

た粉末を以下 の 実 験に 用 い た ，

　4・　CYA 固体分散試料の 調製

　CYA ： DM 一
α一CD （1 ：3）に 対応す る重量比 の

CYA （12mg ） と溶性デ ン プ ン （34mg ）を取 り，
ア ル コ ール 10ml を加え て混和後，減圧下 で ア ル

コ ール を 留去 し，粉末の CYA 固体分散試料 とし

た ，

　5． 粉末 X 線回折

　理 学電機  製 Miniflex普及型粉末 X 線回折装

置を使用 し，下記 の 条件 で 測 定 し た ．X 線源 ，

Cu −K α 線 ；ブ イ ル タ ー，　 Ni ブ イ ル タ
ー

；管電圧 ，
30kV ；管電流，10mA ；時定数，1s；走査速度，
2．4°

（2θ）！min ； レ ン ジ，120，000 ま た は 240，　OOO
CPS ．

　6・ 溶出試験

　粉末試料 （CYA 　lmg 対応量）を 00 号 ゼ ラチ

ン カ プ セ ル （日局皿 ） に 充填 した ．溶出試験は 日

局X皿溶出試験法 第 1法 （回転バ ス ケ ッ ト法）に 準

じて 行 っ た．検液は 溶解度測定法に 示 した と同様

に 処理 し，
カ プ セ ル か らの CYA 溶出値を HPLC

で 測定 した．

　測定条件 ：溶出液，日局第 2 液 （pH 　6．8） 100

ml ；回転数 ，
100rpm ；温度，37° C．

　7．　ラ ッ トに よ る in　 Vivo 吸収実験

　Wistar 系雄性 ラ ッ ト （体重， 200〜250g）を投

与前24時間絶食させ て 用 い た ．た だ し ， 水は 自由

に 摂取さ せ た．

　各練合体 （CYA と して 10mg ！kg 相 当量）は

水 0．5ml で懸濁液 と し，経 口投与 した．経時的に

尾静脈 よ り採取 し た 血液試料は，CYA の 測定 ま

で 冷凍保存 （− 20°C ）した ．な お，ラ ッ トは 各採

血 の 直前 に エ ー
テ ル で 弱 く麻酔した．

　血 中 CYA 濃度は柴田 ら
s）

の 方法 を
一

部変更 し

た 方法で 測定 した ．すなわ ち，血液 100μ1に 内部

繍

｛
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標準溶液 （CYD ，5　pg ！皿 1 エ タ ノ
ール ） 100μ1，

50mM 塩 化
一
・ グ ネ シ ウ ム 溶液で 調製 した 0．1mM

硫酸 デキ ス ト ラ ン ナ ト リ ウ ム （分子量 ，500kDa ）

溶液 200μ1 お よ び n −・ヘ キ サ ン 5ml を加え ， 1

時間振 と う後 ， 5分間遠心分離 （3 ，
　OOOrpm ）し，

分取 した ト澄を 40 ° C の 水浴上 で 窒素気流下で 留

去 した．残査 を順柑条件の HPLC 用溶離液 100

μ1 に 溶か し，その 80μ1を検液 と し て 順相条件 の

HPLC で 定量 し た ．

　8．　 HPLC

　島津製作所  製 LC −6A シ リーズ の 装 置 を 用

い ，下記 測定条件 で CYA を 定量 した ．

　逆相条件 ： カ ラ ム ，Nucleosil　5C18 （φ4，6mm

× 250mm ）；溶離液 ，
ア セ ト ニ ト リル

ー水 （80 ：

20）； 検出羅，UV （210nm ）； 流量 ， 1m 玉！min ；

温度，　80
° C，

　順相条件 ：カ ラ ム ，Wakosil　5SIL （il4．6rnm

× 250mm ）；溶離液，エ タ ノ
ール ーn 一ヘ キ サ ン （15

：85）； 検出器 ，UV （210nm）；流量 ，
1mllmin ；

温度，　40 ロC ．

結果お よび 考察

　1． CYA と CI） との 複合体形成

　CYA の 溶解度は ，測定時の 室温 に よ っ て 著 し

く異な り，低温時 に 高 く，高温時で は低 くな る こ

とが知ら れ て い る 9｝．　し た が っ て ， 温度 に よる

CYA の 溶解度変化は CD との 複合体形成 に も少

8

6
（

看
）

4
く
鄭
O2

20 °C

i藩 尸

　 oT − rr −−r

　 　 O　 10　2030

　 　 　 　 一◎一・”
0
　0　　　20　　　40　　　60　　　80　　　1DO

　　　　　　　 CD 　（皿 M ）

なか らぬ 影響が有 ると考え られた ．そ こ で ，室温

下 （20
°C）と体温下 （37℃ ）で 以下 の 検討を行 っ

た．

　Fig．1 の 左 は 20DC に お け る 各種 CD 添力1亅に

よ る CYA の 溶解度変化を示す．α，β，γ の 天然

型 CD 溶液中で の CYA の溶解度は ，
　 Kanai ら

5｝

が 報 告して い る よ うに ，α
一CD が最も高 く，γ

一CD

が最も低か っ た．こ の 結果か ら，CYA を構成す

る特定の疎水性 ア ミ ノ 酸残基 を CD 分子が包接 し

た複合体 の 形態が予想され，そ の 包接に は ， よ り

小さな空洞を有する α一CD の 方が空洞 の 大 き い

βや γ
一CD よ りも適 し て い るた め と考え られた．

ま た ， 天然型の α
一CD よ りも溶解性 の 高い 複合体

を形成する こ とが知 られ て い る
10・11）

分岐形の グ ル

コ シ ル α
一CD （G −一

α
一CD ）溶液中 の CYA 溶解度

は α
一CD と同程度で あ っ た ． こ れ に 対 し て，　 DM 一

α一一CD 溶液中で ぽ α
一CD 中よ り3倍以上 高い溶解

度を示 した ，

　一
方 ，

37°C （Fig．1．右） に お け る CYA の 溶

解度は CD の 種類や濃度に 関係 な く， 20° C の 時

の 40％以下 に 減少 して お り，温度の 上 昇に よ っ て

起 こ る CYA の 溶解度 減少が CD と の 複合体形成

に も大きく影響 して い る こ とが明 らか に な っ た ．

しか し，い ずれ の 温度に お い て も CYA の 可溶化

に は DM 一α一CD との 複合体化が最適 と判断 され た

の で，以後の 検討対象に は主に DM 一
α
一CD との 複

合体を用 い る こ とに した ．

4

3

2

1

37 °C0

、05　 　　　　 ／

o ．03 　 ヂノ
1

　　　戸心
△

’

o ・Ol
．RA

−
・一・一・・口

　 0
　 　 0　 10　2D　30

o メ
！ 6

0
　 0　　　20　　　40　　　60　　　80　　　100
　　　　　　　　 CD 　（rnM ）

Fig，1，　 Phase　Solubility　Diagrams 　of 　CYAICD 　Systems　in　water 　at 　20　and 　37
°C

　　　　o ，α
一CD ；△，β

一CD ；口，γ
一CD ；▲ ，　 G一α

一CD ；●，　DM −a −CD
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Table 工．　Stability　Constants　of 　CYA 　with

　　　　 α
一CDs 　Complexes 　 Calculated　 by

　　　　 Nonllnear　 Least−squares 　 method

　 　 　 　 in　Water 　at　20　and 　37DC

（a ）

Complex

CYA ！α
一CD

CYA ！G 一α
一CD

Temp ．

（
°C）

　 20

　 37

　 20

　 37
CYA ！DM 一

α 一CD 　 2037

Kl：1　 K1 ：2　 K1 ：3　Kl ：4

（M
『1） （M

’
i）（M

−
1
）（M

−t
）

51　　 2500

　4　 　 1000

60　　 2700

　5　　 1100

230　　9300

26　　 1600

3000

3300

18600

　Solubility　of 　CYA 　in　water 　at　20　and 　37°C　were

　2．9 × 10『sand 　2．4x10 −e　molar
，
　respectively ．

　DM 一
α
一一CD 溶液中で の CYA の 溶解度相図 は

Higuchiら
12）

の 分類 に よ る Ap 形を示す こ とか

ら，水溶液状態の CyA は DM 一
α
一CD と高次 の

複合体形成が示唆 さ れ た ．そ こ で ，20° C と 37° C
の 両温度 に おけ る CYA と DM 一α一CD との 高次
複合体 の 安定度定 数を Uekama ら

13〕
の 方法に 従

い ，両溶解度相図の 曲線を非線形最小自乗法 に よ

り解析し ， 算出 した ．Table 　1 に両温度条件下で

求め た各複合体 の 安定 度定数を示す． 20°C で は

主 に CYA と DM 一
α一CD との モ ル 比 1 ：2

， 37DC
で は 1 ：3 の 複合体形成 が 示唆され た．

　こ の よ うに，わ ずか な温度変化に よ っ て CYA
と CD との 複合体形成 に 相違が 生 じ る原因は，温

度 に よ っ て CYA の 立体構造が変化す る た め と考
え られたが，詳細 は 不 明 で あ る．

　Fig．2 は 混練法に よ り調製 した モ ル 比 1 ： 3 の

練合体と同 モ ル 比 の 物理的混合物の 粉末 X 線回折
パ タ

ー
ン を示す．物理混合物 （c） で は CYA と

DM 一
α
一CD の 両成分由来の ピ ークが混合 した 回折

パ タ
ー

ン とな っ て い る．一方，練合体 （d）で は こ

れ らの ピ ー
ク が安全に 消失 し， 異なる 回折 パ タ ー

ン を示 した．

　しか し，固体分散試料 も（d）と類似 の 回折 パ タ

ーン を示 し ， X 線回折 で は 固体状態に お ける CYA

と DM 一
α
一CD との 複合体形成は 証明 で きな か っ

た ．

　2． CYA の 溶出挙動

　Fig．3．は CYA と DM 一α一CD との モ ル 比が

（b）

（c ）

（d）

Li− L ＝ ．LI ．x− i．L ．［．Li．i，J．LLt

一．一、

5　　　　 10 15　　　　 20

29 （
°
）

25

Fig．2．　Powder　X −Ray　Diffraction　Patterns　of

　　　 CYAIDM 一
α
一CD 　Systems

　　　　（a），CYA ；（b），　 DM 一
α
一CD ；（c），1 ：3

　　　　（CYA 一
α
一CD ） physical 　 mixture ； （d），

　　　 1 ：3 （CYA ：DM −
‘v−CD ）  eading 　mix ・

　 　 　 ture

異 な る各練合体お よび固体分散試料を ゼ ラ チ ン カ

プ セ ル に 入れ，カ プ セ ル か らの CYA の 溶出挙動

を示す．溶解度相図 に 基 づ い て 調製 した モ ル 比

1 ： 3 の練合体は ， 溶解度の 高さか ら顕 著な溶出率

向上が期待された が，そ の 溶出率は予想外に 低か

っ た ．しか し，そ の 溶出速度お よ び溶出率と もに

固体分散試料 よ りも明らか に 高い ．こ の 結果 は ，

CYA と DM 一
α
一CD が固体状態に お い て も固体分

散に よ る非晶質化 とは 異な る相互作用を し て い る

こ とを示唆 した ．ま た
，

1 ： 3 以上 に DM 一
α
一CD

を配合 した 練合体 で は ， CD 配合比を 増加す る に

A
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Fig．3．　 Dissolution　 Profiles　of　CYA 　from 　Cap −

　　 　 sules 　Containing　CYA ／DM 一
α
一CDKnead −

　　 　 ing　Mixtures 　with 　Various　Molar 　Ratios

　　　 and 　CYAIStarch 　Solid　Dispersion　in

　 　 　 JP　XII　2nd　Fluid　 at 　37°C ，　Measured 　by

　 　 　 the 　 Rotation　 Basket 　 Method

　　 　　o ，CYA ；◇，1 ：3 （CYA ； DM 一
α
一CD ）

　　 　 kneading 　mixture ； ■，1 ： 30　kneading

　　　 mixture ；▲ ，1 ： 60　kneading 　 mlxture ；

　　 　 △，1 ： 100kneading 　 mixture ； ●，1 ：

　　　 200kneading 　mixture ； x ，　 CYA ／starch

　　 　 solid 　d藍spersion

従 っ て 溶出速度お よび 溶出率は 向上 し，溶出後の

CYA 溶解値 の 低下 も減少 した ．こ の 結果か ら，

固体練合体 か ら溶出 し た CYA は DM 一
α
一CD と

複合体を形成 して い るが，こ の 複合体 の 保持に は

．一
定濃度以上 の CD が 必要 で あ り， 溶 出液で CD

が希釈され ると容易 に CYA と CD に 解離す る．

しか し，過剰の CD 存在下 で は そ の 解離は 防止 で

きる もの と考え られ た ．

　な お ，G一α
一CD で調製 した 各 モ ル 比 の 練合体は

同 じモ ル 比の DM −a −CD と の 練合体 よ り遙か に

低 い 溶出率で あ っ た ．

　3． 経ロ投与後の CYA の吸収

　Fig，3 の in　 vitro 溶出試験 の 結果 か ら，　 in

vivo で の CYA の 吸 収性評価 に は 1 ：30 以 上 に

DM 一α一CD を配合 した練合体を用 い る こ と に し

た．各練合体を ラ ッ
ト に経 口 投与 し，CYA の 消

化管吸収挙動に 及ぼす練合体中 の CD 一
α
一CD 配

合比 の 影 響を調 べ ると同時に ，
こ れ ら の バ イ オ ア

ベ イ ラ ビ リ テ ィ を Sndimmun 投 与後の そ れ と 比

較 した ．各練合体投 与後の 平 均血中 CYA 濃度の
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Fig．4．　B ！ood 　Concentration　T 置me 　Curves 　 of 　CYA 　 after 　Oral　Administration

　　　 of　 CYAIDM 一
α
一CD 　Kneading 　Mixtures　at 　the　Dose　Level　of 　10mg 　of

　 　　 CYA ！kg　 of 　Rat

　　　　o ，Sandimmun ；●，1 ：30 （CYA ：DM 一
α
一CD ）kneading　mixture ；

　　　 △ ，　1 ： 60kneading　mixture ；▲ ，　1 ：80　kneading 　mixture ；

　　　 口，1 ：140kneading 　mixture ；圏，1 ： 200　kneading　mixture

　　　 Each 　 point　 represents 　the　 mean 　 of 　those 　 experiments （n ＝3〜4）．

　 　　 The 　 standard 　 error 　 bars　 are 　 omitted 　for　clarity ．
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経時変化を Fig．4 に 示す．個体差に よるデ
ー

タ

の 変動は比較的大きい が，練合体中の CD 配合比

に よ っ て CYA の 吸収挙動 に
一一

定 の 傾向が見 られ

た ．す なわ ち ， CYA と DM 一
α
一CD の 配合比が

1 ： 140 まで の 練合体で は CD 配合比 の増加に し

た が っ て CYA の 最高濃度時間 （T皿。。）が短縮

し．最高血 中濃度 （Cm 。 。 ）が上 昇 した．例えば，

1 ：30 の 練合体投与で は TmE 、が 約 4 時間後に見

られ，Cm 。 x が約 850ngfml を示 した の に 対 し，

1 ：140 の 練合体で は Tm 。 ． が約 1 時間後，　 C 皿 。 ．

は約 1，100ng／ml とな っ た，こ の 傾向は 勿 廨 ∬o

溶 出試験 の 結果 と よ く
一

致す るもの で あ り，練合

体中 の CD 配合比 の 増加 に した が っ て 溶出性が 向

上 し，そ の 結果 CYA の 消化管吸収速度が 上 昇 し

た た め と思わ れ る．しか し なが ら，溶出試験で最

も高い溶出率を示 した 1 ：200 の 練合体は ，T 皿 。．

が投与 3時間後に見られた．こ の原因は，過剰 の

CD に よ っ て 試料溶液の 粘性が増加 し，胃内排出

速度が遅延 したた め に CYA の 吸収が遅 くな っ た

もの と考え られ た．

　Table　2 は Fig．4 の 血 中濃度変化を モ ーメ ン

ト法で 求め た，CYA 体内動態 パ ラ メ ーター
を示

す ．各練合体投与後の CYA の 血 中濃度時間曲線

下面積 （AUC ）は Sandimmun の 場合 と同程度

か，僅 か に 高 い 値を 示 した ．しか し，
CD 配合比

が異な る練合体間で の 有意差は 認め られ な か っ

た．通常，難吸収性の 薬 物 で は Cmu ． の 増大や

Tm 。 。 の 短縮は， そ の 薬物 の 絶対的バ イ オ ア ベ イ

ラ ビ リテ ィ （F ） の 向上 に つ なが る．しか し，本

練合体で は 期待 した F の 向上 は認め られな か っ た

が，各練合体に よ っ て Cmaxや Tm 。、 が異 な っ て

も
一

定の F が確保で きる こ とが判明し た ．

　
一

方，経 口 投 与 した練 合 体 中 の CD 配合比と

CYA の平均滞留時間 （MRT ）お よ び平均吸収時

間 （MAT ） は Fig．5，6 に示すよ うに，明らか

な相関性が認め られ た．練合体中の CD 配合比を

増加すれば MRT お よ び MAT は短縮し ， 減少

さ せ れば延長 した ．こ れ らの 結果は ， CYA の 体

内滞留時間が変化 しな い もの と仮定する と ， 練合

体中の CD 配合比に よ っ て
一

定の F を確保 した状

態 で ，そ の 吸収速度を コ ン ト ロ ール で きる こ とを

示 して い る，

　以上 の 検討結果か ら ， CYA を DM 一
α
一CD で 可

溶化す る こ とに よ り， CYA の 水性液剤 の み な ら

ず ， CYA の 吸収時間を コ ン ト 卩
一ル で ぎる新規

の 経 口 製剤開発の 可能性が示唆された．

A

Table 　 2．Kinetic　Parameters 　following　Intravenous　and 　Oral　Administration　of　CYA −−

DM 一
α
一CD 　Kneading　Mixtures　with 　Various　Molar　Ratio　to　Rats

A

輩01ar 　ratio 　　　　Dose　of 　CYA　　　n

（CYA：DM一α
一CD） （mg ／  ）

臘 T

（h）

MAT

（h）

Auc　 o−24

（h・ng ノ皿1）

AUC　　e−lnf

（h・ng ／ml ）

F

Sandi皿皿un 　（IV）

Sandimmun（PO）

1；301

：601

二801

：1401

；200

21010

ユo10

ユ010

3　　 了．9　± 0．4 14219．3　d：　 152

3　　1L　4　± 0．6　　3．5　　　11268．7 ± 　342

3 　　16．8　：ヒ 4．7　　8，9　　　11663．5 ± 　323

415 ．3 ± 2＿87 ．4 　10261．9 ± 1252

4　　　11．O　　±　0．4　　　3．1　　　　11259．3　± 　　133

3　　12．3　± 2．2　　4．4　　 11202．O ± 　520

311 ．D ± 2．23 ，1 　13279．4 ± 997

15200　：±：　220

1350D　±　　289

1560D　±　2330

」3200　：t　2230

1280G　± 　　142

13400　± 　1320

151GO　± 　4110

1了．720

．617

．O16

．817

．619

．9

Each　vaiue 　represents 　the　皿ean　±　S．　D．
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