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庵

（黷黜 器騨 趨51995）

　We 　have　developed　prolonged　release 　preparations　of　amikacin 　and 　epirubicin 　us三ng 　micro −
fibrous

　
collagen （Avitene ）in　combination 　with 　sodium 　alginate ．　The 　effect 　of　sodium 　alg 三nate

on 　drug 　release 　from 　collagen 　was 　specially 　examined 　because　an 　electrostatic 　interaction　was

expected
　between　the 　carboxy 且 group 　of 　alginate 　and 　amino 　group 　of 　amikacin 　and 　epErubicin ．

　The 　release 　tests　revealed 　that　amikacin 　was 　rapid 正y　 released 　 from 　the 　 collagen ，　 wh 三le　 its
release

　was 　significantly 　delayed　in　the　presence　of 　sodium 　alginate 　in　a　concentration −dependent
manner ．　 Moreover ，　sedium 　alginate 　significantly 　retarded 　the 　release 　of　epirubicin 　from 　col −
Iagen，　despite　the　fact　that　epirubicin 　itself　 exhibited 　a　strong 　affinity 　with 　collagen 　even 　in　the
absence 　of 　sodium 　alginate ．　Thus ，　 it　was 　shown 　that　sOdium 　alginate 　can 　be　used 　to　improve
the　controlled −release 　property 　of 　the　microfibrous 　collagen 　preparation　of　certain 　drugs，　Since
the　microfibrous 　collagen 　used 　is　highly　biocompatible，　its　preparations　of　amikacin 　and 　epiru −
bicin　with 　sodium 　alginate 　may 　be　useful 　for　Iocal　chemotherapy 　of　bacterial　infection　and

malignant 　tumor ，　 respectively ．
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緒 言

　悪性腫瘍 の 中で 抗癌薬が到達 しに くい部位，あ

るい は 切除不能な踵瘍部位に，生 体内で 分解 ・吸

収 される コ ラーゲ ン を薬物キ ャ リア
ー

と して 留置

し 口 抗癌薬を 目的部位で 持続放出 させ
， 薬物 の 局

所濃度を高め る とともに ，全身循環系へ の 移行を

最小限に 抑える薬物送達 シ ス テ ム （DDS ）の 開発

†富山市杉谷2e30； 2630，
　93（トOI　Japan

Sugitani，　 Toyama ，

を 目的 と して ， まず各種薬物と コ ラ ーゲ ン との 親

和性に つ い て検討 した．

　 しか し コ ラ ーゲ ン の み で は臨床 に 応用 で き る ほ

どの 放出抑制特性が得られ なか っ た
1）。 そ こ で 海

藻由来 の ア ル ギ ン 酸ナ ト リ ウ ム （以下 NaAlg と

略す）を添加 し ，
コ ラ ーゲ ン の 特性改良を試み た ．

　NaAlg は褐藻類 の 細胞壁を構成する多糖類で ，

溶液 は 極め て 粘稠で あ る．創面に 強 く付着し出血

部位 を被覆 し て 止血効果を示すとともに ，血小板

凝集能を亢進させ ， フ
ィ ブ リ ン の 形成 を促 し， 止
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血効果を示す．局所 に 適用 して も，抗原性 や 刺激

性が 認 め られ ず 2噸 ，種 々 の ケ
ース で DDS の 材

料 と して 利用され て い る
7

・
8）， 今回 は ， 先の 実験

で コ ラ
ーb”

ン に ほ とん ど親和性を 示 さな か っ た硫

酸 ア ミ カ シ ン （AMK ）と，ある程度の 親和性を示

した塩酸 エ ヒ ル ビ シ ン （EPI） の 二種 の 薬物を用

い ， NaAlg 添加 コ ラ
ーゲ ン か らの 薬物放出特性

に つ い て 検討 した．

実 験 方 法

　1． 試料

　 コ ラ ーデ ン は ウ シ 真皮山来の 微繊維状 シ ートタ

イ プ の ア ビ テ ン （
一ビ IJ ア 新薬製）を用 い た ．　 AMK

は 硫酸 ア ミ カ シ ン 注 （萬有製薬製）を ，
EPI は フ

ァ ル モ ル ビ シ ン 注 （協和発酵製） を，また NaAlg

は ア ル 1・（共成製薬製）を使用 し た ．他 の 試薬は

特級を用 い た．

　2． サ ン プル の 調製

　 12種 の サ ン プ ル の組成を A 〜L と し Table 　1

に 示す．ア ビ テ ン を 薬物キ ャ リ ア ーと す る も の

は ，薬物 の み の 溶液，ある い は 薬物の NaAlg 溶

液を それ ぞれ 0．4ml ず つ ア ビ テ ン 60mg に 吸収

させ ，室温 て 徐 々 に 乾燥 させ 調製 し た ． NaAlg

の 最終濃度を 2，5mg ，iml と 5mg ！ml の 2 水準と

し，AMK は 5mgi
’
ml ，　 EPI は lmg ，

’
ml に な る

よ
・
）それ ぞれ調製 し た．

　3． 溶出試験

　2．で 調製 した薬物含有 ア ビ テ ン を pH 　7．0 の リ

ン 酸緩衝生理 食塩水 （PBS ） 1ml とともに 分画分

f量 12，00｛〕〜14，000の 再生セ ル Pt
一

ス 膜か らなる

透析チ ュ
ーブ （三 光純薬製） に 注 入 ある い は挿入

し ，
こ れ を 100ml の PBS 中に 浸漬 し外液を撹

拌 し なが ら，経 時的 に 外液を採取 し遊離薬物濃度

を測定 した ．薬物の 安定性 を考慮 し，AMK で は

室温で，EPI で は 4° C で測定 した ．

　4，　 薬物の 測定方法

　1） AMK の 定量

　TDX シ ス テ ム 　（ダ イ ナ ボ ッ ト製） を川 い 螢光

偏光免疫測定 （FPIA ）法 で 測定 し た ．

　2）　EPI の 定量

　高速液体 ク ロ
ー
7 ト グ ラ フ ィ

ー （HPLC ）を利川

し て 測定 した ． カ ラ ム は μ Bondasphere 　5／e

C18−100 （Waters 社製）， 移動相は O、　005M リ

ン 酸緩衝液 （pH 　3）一ア セ ト ニ ト リ ル （1 ；1）混 合

溶液を用 い ，螢光検出器 で 励起波長を 470nm と

し，585nm で の 螢 光強度測定を行 っ た y〕，

　5． NaAlg の 添 加に よ る 薬物放出挙動の 変化

　 サ ン フ
．
ル A ，B ，　D ，　E ，　G，　H ，J お よ び K を用 い ，

放出挙動を追跡 した ．

　6． NaAlg の濃度差 によ る薬物放出挙動の変

化

　NaAlg の 濃度差が放出 挙動 に ワえ る影響 を 観

Table 　 1． Cotnposition （レf　Sanlples（A 〜L） Prepared 　in　This 　Study

haA19

Drugs

AMK 　　　　EPI

（5mglm1）　　　　（1皿 9〆皿 1）

Co1！agen 　（
一） ％

％

「
0025

ABC GHI

Colla図en （＋ ） ％

％

冖
DO2

匚
り

DEF JKL
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察する 日的で ，サ ン プ ル A ，B，C，E，EG ，H ，1，

K お よ び L を用 い ，放出挙動を調 べ た ．

結 果

　サ ン プ ル B で は 放 出 に 遅れが み られ 1 サ ン プ ル

E で は さらな る放出量 の 低下 が 観察され た ．ま た ，

サ ン プ ル H と J で は，ほ ぼ同程度の 放出量 の 低下

が み られ ，
サ ン プ ル K で は さ らに顕著な放出低下

が観察 され た ．結果 をそれぞれ Fig，1， お よ び

Fig．2 に 示す．

　次 に ， NaAlg 濃度の 違い が薬物放 出 に 及ぼす

影響に つ い て 検討 した．AMK を NaAlg 溶液 に

添加 し た場 合， 2．5％お よび 5％溶液で は NaAlg
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　 　 　 　 　 　 　 20 　　　　　　　　　　　　　 40

　　　　　 Time （h）

Release　 Profiles 　of　AMK 　in　the 　Pre −

sence 　 of　Collagell　 and 　NaAlg

口 ： A （Control，　 AMK ）

● ： B （2．5弩 Na 　Alg　and 　AMI ｛）
．一〕 ： D （Collagen　 a ロd　AMK ）

▲ ： E （Collagen，2．5％　NaAlg 　and

　 AMK ）

Acollagens 　heet （Aviten  
）was 　dripped

with 　O．411110f　drug　solution ，
　 and 　dried

up 　at 　room 　temperature 　for　3　days．
The 　drug−incQrporated　 collagen 　pre −

parations　 were 　inserted　into　a 　dialvs，　is
tube 　　（molecular 　 cut 　 off 　12，000〜

14 ，000），　 and 　put　into　100ml 　 PBS ．
Aliquots　 Qf　 dialysing　solution 　were

sampled 　at 　designated　times，　and 　drug

conccntrations 　 were 　 measured 　bv　HP −

LC 　 or 　 FPIA ．
Each 　point 　represents 　the　mean 上 S，
D ，（N ＝3）

の 濃度に 依存した AMK の 放出の 低下がみ られ

た が， こ れを コ ラ ーゲ ン に 吸収させ た それ ぞれ の

サ ン プ ル （E ，
F ）で は放出挙動 に差異 は 認 め られ

なか っ た ．・一
方，EPI に つ い て 同

一・
条件下 で 試験

した と こ ろ ， 放出低 ドは NaAlg 濃度 に 依 存 せ

ず， コ ラーゲ ン の 存在 の 有無で 差異を 生ずる こ と

が判明 した ．結果を Fig．3，　 Fig、4 に 示す ．

　そ こ で，それ ぞれ の薬物 の 放出速度を次式 の よ

うに 定義 し た ．

　　・・・… release 撫 三9／’一’

（・ ≧1）

　　　　 Q ： 各時間に お け る溶出量

　　　　 t ： サ ン プ リ ン グ時間

　　　　 n ：） サ ン プ リ ン グ回数

　算出 され た放出速度をそれぞれ 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 とがわ か っ た ．得 ら れ た そ

れぞれ の 直線 の 傾 きと相関係数 （r）を ま と め て

Table 　2 に 示す ，0次放出の 場合に は 傾 き は 0 と

な り， 1 次放出で は 負の 傾ぎを示す，こ の 傾 きが
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Fig、2，　 ReLease　Profiles　of 　EPI 　in　the　Pre−

　　　　sence 　of 　Collagen　and 　NaAlg

　　　　口 ：G （Contro1，　 EPI ）

　　　　 ● ： II （2．5％ NaAlg 　 and 　EPI ）

　　　　 ⊃ ：J （Collagen　 and 　EPI ）

　　　　▲ ：K （Collagen ，　2，5％　NaAlg 　and

　　 　　 　 EPI ）

　　 　　 Detailed　experimental 　 conditions 　were

　　　　described　in　the　legend　to　Fig．1．

　　 　　 Each 　point 　repres ．　ents 　the 　n ］ean 土 S ．

　　 　　 D ．（N ； 3）

A
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Fig ，3，　 1くe ［ease 　 I’ rofiles 　 of 　 AMK 　 from 　 Col−

　　　　 lagen　 ill　 a　Different　Concentration　 of

　 　 　 　 NaA19

　　　　 ］ ： A （Control，
　AMK ）

　　　　 ▲ ： B （2．596NaAlg 　 and 　AMK ）

　　　　 ．
」
Σ ： C （5％ NaAlg 　 and 　AMK ）

　　　　 ● ： E （C・ollngen ，2．5％ NaAlg 　 and

　　　　　　 AMK ）

　　　　　 ： F （Collagen，　5％　NaAlg 　and

　　　　　　 AMK ）

　　　　 Deta 正藍ed 　 experimental 　 cenditions 　were

　 　 　 　 described 　in　the　legend　to　Fig．1．

　　　　Each 　 poil
’
lt　 represents 　 the　 mean 土 S．

　　　　 D ．（N ＝3）

40

大 きい ほ ど放出速度が速 い こ とを意 味し て い る．

　 コ ン 1・P 一ル に 比 べ ，AMK ，　 EPI とも1・：　Ti ラ

ーデ ン お よ び NaA19 に親和性を示 したが，　AMK

で は NaAlg に 対す る親和性ば コ ラ
ーゲ ン よ り強

く，NaAlg 濃度に 依存 し て AMK の 放 出 は 顕 嵜

に 抑制された ．．一
方，EPI は コ ラーデ γ と NaAlg

の 双 方 に 親 和性を示 すが， NaAlg の 濃度に 依存

性は認め られな か っ た ．以 itの 結果か ら， コ ラ
ー

ゲ ン と NaAlg の 併用 に よ り AMK ある い は EPI

の 放 出速度は さ らに 抑 11｝iiされ る こ とが 確 認 さ れ

た，

考 察

　AMK は コ ラ
ーゲ ン との 親和性は 弱 い が ，　 Na −

Alg 添加 で AMK の 放出が顕著 に 抑 制 さ れ，

NaAlg の 濃度が高 い ほ ど放 出速度が抑制され た ．

−Ji，
　EPI は コ ラ ー一ゲ ン とあ る 程度 の 親和性が あ

り，　 NaAlg 添加 で ，顕 吾で は な い が さ らな る放

∴！
20

」

国

舶

o

択

o
切

冂

o
圃
o

図

00
　 2oTime

（h）
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 ・tO

Fig．4．　Release　Profiles　of 　EPI　frolll　Co1ヒLgen

　 　 　 　 ill　 a 　DiFfercllt　Concentr−ation 　o ［NaA 】9

　　　　 口 ：G （Control，　 EPI ）

　　　　 ▲ ：II （2，5％ Na 　Algand 　EPD

　　　　 ごΣ ： 1 （5駕 NaAlg 　 and 　EPI）

　　　　 ● ：K （Collagen ， 2，5％　NaAlg　and

　　　　　　 EPI ）

　　　　 ，r ：L （Co ］lagen ，　5％　NaAlg 　and

　　　　　　 EPI ）

　　　　 Detailed　experiniental 　conclitions 　、、 el
−
L：

　　　　 described　ill　the　［egend 　to　Fig．1，

　　　　 Each 　point　represent3 　the　nlea11 己
一S．

　　　　 D ．（N ＝3）

lil抑制が認め られ た．

　 コ ラ ーゲ ン と薬物と の 相 11：作川 に つ い て は ，分

子内に 共鳴構造や 負の 荷電 を もつ EPI は 強 い 親

和性を示 し， こ の よ うな構 造 を 右 し て い な い

AMK で は これ が弱か っ た こ とか ら
1），　 コ ラ

ー一ゲ

ン 分子内 の リ ジ ン 残基と薬物との 問 に ll浄電 気rl勺な

結合が生 じて い る と
．
考え られ る ］「h ．．．・

方，NaAlg

は高分 f物 質 で あ り，水溶液 ll
．
1で は

一COO
一

基｝こ

よ る 負の 荷電を 有する．し た が っ て EPI ・e　AMK

と静電気的結合をすると考え ら2z〕i／

，　 AMK の よ

うに 分子内に 一一NH ，・ 取をイゴする 場 合 に は，よ i
）　111

’
：i

い 親 和性 を示す と考え られ る ．また コ ラ
ーゲ ン ば

リ ジ ソ 残基 に よ る Ill荷 電を，　NaAl9 は カ ・L ボ ン

酸に よ る 負荷電を li　L ，それ に基づ く静
’
1［1的結合

を示す と考え ら れ る の で ，薬物 ・・
コ ラ

ー ゲ ン
ー

NaAlg 間 の 静電気的糸lll合の 強さが EPI と AMK

の 放出挙動 に 反映 し た と考
．
え V）　2Lる．

　ま た ，
コ ラ

ーゲ ン 繊維 は 1ヱ体的構造を維1
．
．i，　L て

い るの で，そ の 間隙に薬物ある い は NaAlg と薬

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Table　2． Slopes　 and 　 Correlation　Coefficients（r）for　the　Time　 vs ．
of 　Atnikacln （AMK ） and 　Epirubicin （EPI ）

Rate　of 　Release　Curves

AMK EPI

Slope （×10　
−

⊃

） r Slope（x10　
一2

） r

Control

Collagen

Na　Alginate（2，5％）

Na　Algirlate（5％）

Collagen−Na　Alginate（2．5％）

Collagen−Na　 Alginate（5％）

一48 ． 1

一 1 で． 4 の

一6 ．　 11b ・の

o， 99

0 ， 86

0． 84
一3．　91b ’t’° ）

　0．　65
一1，　21b ・d．り

　0、　78
一 1．　06b ’ご』り

　 0，　71

一25 ， 9

一2 ． 76b ）

一 1 ． 53b 〕

一 1． 94b ）

一〇．　82b ’c コ

一
〇．　 86b ’c ）

0， 91

0． 770

， 870

， 76

0 ． 83

0． 52

鳥

a）：Significantly　different　fro皿 　controI

b）：Significantly　different　from 　control

c）：Significant正y　different　from 　collagen

d）：Significantly　different　from 　collagen

（Pく0，05）

（Pく0．01）

（Pく0，05）

（Pく0，01）
e）rSignificantly 　different　fro皿　Na　Alginate（2，5％）　（P＜0，05）
f）；Significantly　different　fro田　Na　Alginate（2，5％）　（P〈〔）．01）

物 との 複合体が侵入す る と考え られ ，こ こ か ら の

薬物 の 拡散が徐放性に寄 与して い る とも考え られ

る．し か し ， い ずれ も推測 の 域を脱 して い な い．

　以 E の 結果か ら， コ ラ ーゲ ン 単独 で は親和性が

弱 い が，あ る 程度 の 親和性を ：白する薬剤は ，
コ ラ

ーゲ ン と NaAlg の 組み
・
合わ せ で ，さ ら に 放出が

抑制 され る こ とが わ か っ た．特に AMK は NaAlg

存在下 で 薬物 の 放出が飛躍的に 抑制された， コ ラ

ーゲ ン と NaAlg に 正 また は負荷電を もつ 薬物を

吸 収 さ せ ，乾燥後に 局所適用すれ ば，局所 に 限走

した化 学療法 に お け る持効化が 可能 と な り，全身

に 拡散する薬物 儀を 低下 させ，副作用 の 軽減に つ

な が る 叮能性 が 本実験 の 糸lfl果か ら推測 され た．
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