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アドリアマイシン封入熱感受性リボソームと

　　　　温熱療法の併用に関する実験的研究

東京医科大学第4内科
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Experimental　Study　on　Treatment　with　Local　Hyperthermia　and

　　　Temperature－Sensitive　Liposomes　Containing　Adriamycin
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（The　Fourth　Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　College，　Tokyo，　Japan）

　The　antitumor　effects　of　temperature－sensitive　Iiposomes　containing　adriamycin（ADR－Lip）

combined　with　local　hyperthermia　were　studied　using　tumor－bearing　mice．　ADR－Lip　which　release

the　drug　at　420C，　were　prepared　from　dipalmitoylphosphatidylcholine　（DPPC）　and　distearoylphos－

phatidylcholine　（DSPC）　（DPPC：DSPC＝9：1　in　molar　ratio）　by　the　reverse－phase　evaporation

method．　Colon　Carcinoma　26　cells　（1　×　105　cells）　were　inoculated　subcutaneously　in　the　hind　feet　of

BALB／c　mice．　When　the　size　of　tumor　was　approximately　8　mm　in　diameter，　free　ADR　or　ADR－Lip

was　administered　intravenously．　At　5　minutes　after　administration，　local　hyperthermia　was　applied

to　the　tumor　by　a　radiofrequency　hyperthermia　apparatus　at　420C　for　20　minutes．　The　ADR

distribution　in　the　tissues　and　tumors　was　measured　at　O．5，　1，　2，　and　6　hours　after　the　treatment　by

use　of　HPLC．　The　antitumor　effect　was　evaluated　by　the　tumor　growth　rate　and　the　survival　rate．

The　uptake　of　ADR－Lip　in　liver　and　spleen　were　greater　than　those　of　free　ADR　but　the　putake　was

decreased　in　combination　with　hyperthermia．　The　higher　accumulation　of　ADR　in　tumor　with　the

combination　of　ADR－Lip　and　local　hyperthermia　was　maintained　higher　than　with　free　ADR．　There

was　no　significant　difference　in　survival　rate　but　a　significant　difference　in　suppression　of　tumor

growth　in　mice　receiving　the　combination　of　ADR－Lip　and　local　hyperthermia，　compared　with

groups　receiving　the　other　treatment．　The　drug　delivery　system　in　the　combination　of　ADR－Lip　and

local　hyperthermia　is　expected　to　be　very　useful　for　antitumor　therapy　when　applied　clinically．

（1994年2月19日受付，1994年4月1日受理）

Key　words：リボソーム（Liposome），温熱療法（Hyperthermia），ドラッグデリバリーシステム（Drug　delivery

system），化学療法（Chemotherapy），アドリアマイシン（Adriamycin）
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1．緒 言

　近年，悪性腫瘍に対する集学的治療のひとつとし

て温熱化学療法が注目されている．一方，化学療法

において腫瘍選択性の向上を図るためターゲッティ

ング療法が試みられているが，人工脂質膜小胞であ

るリボゾームはその中でも有用な薬剤キャリアーと

して応用されている．リボゾームは本来その成分で

ある脂質の組成により，ある一定温度でゲル状態か

ら液相状態に相転移して封入薬剤を放出する性質が

ある1）．この薬剤放出性を利用すれば，リボソームの

中に抗癌剤を封入し，局所温熱療法と組み合わせる

ことで腫瘍局所に選択的に抗癌剤を集積させ得るこ

とが考えられる．本研究では，アドリアマイシン封

入熱感受性リボソームを用い，動物の皮下移植腫瘍

モデルで局所温熱療法との併用効果について基礎的

検討を行った．

II．材 料

Lipid　40umol　in　chloroform　（DPPC：　DSPC＝9　：　1，　moiar　ratio）

1　．一一　evaporation

lipid　film

一mixture　in　3m2
　　（isopropylether：chloform＝1：1）

　　add　l　m2　ADR　（17．2mM　in　saline）

ke　son．　sonication

W／O　emulsion
1　一　evaporation　（640mmHg，　60ac）

　1．動物

　実験動物は7週齢のDonryu雄性ラットと7週齢

のBALB／c雄性マウスを使用した．

　2．腫痛

　移植腫瘍はN－methyl－N－nitroso－urethane誘発に

より確立されたマウス可移植性大腸癌であるColon

Carcinoma　26細胞を使用した．

　3．移植腫瘍モデルの作製

　マウス大腿皮下にて継代移植した腫瘍を，その体

積がGiavazziら2）の方法（腫瘍体積＝長径×短

径2×1／2）による測定値が200～300mm3に達した

時点で摘出し，腫瘍内の壊死組織を除去，細片化後，

酵素液（リン酸緩衝液（PBS）20　mlにCollagenase

23mg，　Deoxyribonuclease　3　mg溶解液）に腫瘍片

2gを入れ，スターラーにて37℃，30分間撹拝し細

胞浮遊液を作製した．それを1000rpm，5分遠心分

離し，生理食塩水で洗浄後，0．9％NH、　Cl液にて溶

血処理を行った．同様の操作を繰り返し，最終的に

細胞浮遊液の生細胞数を0，25m1あたり1．0×105

個に希釈調製した上で，マウスの大腿皮下に接種し

て腫瘍移植モデルを作製した．

　4．薬剤

　熱感受性リボゾームの脂質として　Dipalmitoyl－

phosphatidylcholine（DPPC，日本油脂）とDistear－

oylphosphatidylcholine（DSPC，　Sigma社）を用い

gel　phase

　　一　vortexing
　　一　evaporation　（730mmHg，　600C）

vesicles

　　．一一一一一filtration　by　polycarbonate　membrane

　　　　　Sephadex　G・一50　column　or　Dialysis

ADR－Lip

　Fig．　1．　Preparation　of　temperature－sensitive

　　　liposomes　containing　adriamycin　（ADR－

　　　Lip）．　DPPC：Dipalmitoylphosphatidyl－

　　　choline　DSPC：Distearoylphosphatidyl－

　　　choline

た．抗癌剤としてアドリアマイシン（ADR，協和発

酵工業）を使用した．

　5．ADR封入熱感受性リボゾームの調製

　リボソームの調製は，相転移温度　（Liquid－

crystalline　phase　transition　temperature：Tc）

41℃のDPPCを基本にTc　54。CのDSPCを用いて

逆相蒸発法3）により行った．脂質40μmol（DPPC：

DSPC＝9：1，　molar　ratio4）5））を50　mlのナス型フ

ラスコ中でchloroformに溶解後，溶媒を減圧除去

し脂質の薄膜を形成させた．これに有機溶媒　（isO－

propylether：chloroform＝1：1）3mlを加え脂質を

溶解し，ついで生理食塩液に溶解したADR（17．2

mM）1mlを加え，バス型ソニケーターで10分間超

音波処理してW／0エマルジョンを得た．次に減圧

下（640mmHg，60℃）でロータリーエバボレータL一一

を用いて溶媒は除去しゲル化した．これをVortex

ミキサーで軽く振盈後，再び減圧下（730mmHg，

60℃）で残りの溶媒を除去し，窒素バブリングを行

った．これを孔径0．2μmのpolycarbonate　mem－

brane（Nuclepore社）で粒径を調製し，生理食塩液

で平衡下したSephadex－G－50（ファルマシア社）カ

ラムにてゲル濾過し，リボソーム内に封入した

ADRと遊離のADRを分離した（Fig．1）．この様

にして調整されたアドリアマイシン封入熱感受性リ

ボソーム（ADR－Lip）のADR封入率は約20～25％
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で，脂質当り（全量40μmo1）86～108　mmol　ADR／

mol　Lipidとなり，平均粒子径は133．6±22　nmで

あった．

IIL実験方法

　1．in　vitroにおけるADR・Lipの温度放出性の

　　検討

　調製したADR－Lip溶液0．5mlに生理食塩液0．5

mlを加え36～42℃まで各温度（1度間隔）で5分間，

水浴（BT－25，ヤマト科学）で加温した．これをただ

ちに冷却後，室温で限外濾過（ULTRACENT－30，

東ソー）およびゲル濾過（Sephadex　G－50，1×20

cm）し，加温前のADR量を100％として放出率を

求めた．ADRの定量は試料に0．3N塩酸含有50％

EtOHを加えて励起波長470　nm，蛍光波長590　nm

で日立F－3000蛍光分光光度計を用いて蛍光強度を

測定し，塩酸ドキソルビシンを標準としてADR量

を求めた．

　2．血液中ADR濃度の経時的変化の検討

　非担癌DonryuラットにADR単独（以下free

ADR）またはADR－LipをADR量として5mg／kg
をネンブタール麻酔下に尾静脈より投与し，5，15，

30，60，120，180分後に下大静脈より採血，3000rpm，

30分間の遠心分離にて血清とし，高速液体クロマト

グラフィー法6）（HPLC法）によりADR濃度を測

定した．尚，free　ADR投与群およびADR－Lip投

与群はそれぞれn＝30とした．

　3．腫蕩移植マウスにおける組織内および腫蕩内

　　ADR濃度の検討

　1）マウスの大腿皮下に腫瘍移植後，腫瘍径が約8

mmになった時期に（移植後8日目から10日目），

free　ADR　（n＝24），　ADR－Lip　（n＝24），　free　ADR十

加温（n＝24），ADR・・Lip＋加温（n＝24）の4群に分

けてネンブタール麻酔下にADR相当量5mg／kg

で薬剤を尾静脈より投与した．尚，加温条件は薬剤

投与5分後からradio　frequency（RF）加温装置

（OMRON社製HEH－100）を用いて42℃で20分

腫瘍を局所加温した．腫瘍の温度測定は，INTER

NOVA社製MODEL　TM－54を用いて行った．薬
剤を投与してから30分，1時間，2時間，6時間後に

マウスを膏血屠殺し，腫瘍および各組織（心，肺，

腎，肝，脾）を摘出しHPLC法7）によりADR濃
度を測定した．

　2）同様な方法でADR－Lip＋加温群の加温時間を

泉100
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Fig．　2．　Temperature　dependence　of　adriamycin

　　（ADR）　from　a　suspension　of　liposomes　in

　　saline．

30分として1時間後の腫瘍内ADR濃度を測定し，

加温時間20分の群と比較した．

　4．移植腫蕩に対する抗腫蕩効果の検討

　1）腫瘍径が約8mmになった時期に，コントロー

ル（無治療）群，温熱単独群，free　ADRの加温群

および非加温群，ADR－Lipの加温群および非加温群

の6群に分けて（各群n＝10），実験3と同様の方法

で治療を行った．抗腫瘍効果の検討は治療2週間目

の相対的腫瘍増殖率（治療前の腫瘍体積に対する治

療後の腫瘍体積の比率，腫瘍体積＝長径×短径2×1／

2）および生存率（10週間の観察期間）によりおこな

った．

　2）上記6群の内，温熱単独群とADR－Lip加温群

の加温時間を30分にした加温条件の違いによる抗

腫瘍効果の検討とADR－Lip群のADR量を2倍の

10mg／kgにした場合の抗腫瘍効果の検討を追加し

た．

　5．統計処理

　ADR濃度および相対的腫瘍増殖率の有意差検定

はt検定をもって行い，p〈0．05を有意差ありとし，

生存率はKaplan－Meier法および一般化Wilcoxon

検定にて統計学的に処理した．

IV．結 果

1．in　vitroにおけるADR・Lipの温度放出性

リボソームからのADR放出率をFig．2に示す．

（3）
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加温温度36～38。Cでの放出率は5．0±0．2～10．0±

0．3％と低かったが，3gecでは放出率28．0±0．6％，

40～41．Cでの放出率は86．0±1．0～90。0±0．2％と

急激な放出性を示した．

　2．血液中ADR濃度の経時的変化

　free　ADRにおいては投与後5分から30分まで

ADR濃度は2．14±0．15μg／mlからO．07±O．Ol

μg／mlと急速に減少し，それ以降180分までADR

濃度は0．04±0．01μg／m1と緩徐に減少し2相性の

経時的変化を示した．これに対してADR－Lipでは

ADR濃度の減少は投与後5分から60分まで32．15

±0．82μg／m1から23．23±1．10μg／mlへと非常に

緩徐で，投与後180分においても17．0±1．38μg／m1

100
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Fig．　3．　Time　dependent　distribution　of　ADR　in

　　blood　after　the　administration　of　ADR－Lip

　　and　free　ADR　to　rats，

　　O：free　ADR，　e：ADR－Lip

であり，free　ADRと比べてはるかに高い濃度を維

持していた（Fig．3）．

　3．組織内および腫蕩内ADR濃度の検討

　心臓のADR濃度は6時間後において，　free　ADR

の加温群が3．2±0．4μg／g，非加温群が3．3±0．6

μg／g，ADR－Lipの加温群が2．3±o．4μg／g，非加温

群が2．6±0．6μg／gであり，また肺のADR濃度も

6時間後において，free　ADRの加温群が4．6±1．7

μg／g，非加温群が5．3±1．8μg／g，ADR－Lipの加温

群が2．8±1．1μg／g，非加温群が2．9±1．1μg／gで

あり，心臓や肺の各4群間に経時的にみても有意差

はなかった．一方，腎臓におけるADR濃度は投与

後30分においてADR－Lipの加温群が21．6±5．2

μg／gで，free　ADRの加温群が17．9±2．3μg／g，

非加温群が19．5±2．0μg／gであり3群間には差は

認められなかったが，ADR－Lipの非加温群のADR

濃度は13．05±5．37μg／g．とこの3群に比較して有

意（p〈O．05）に低かった．しかしそれ以降は経時的

に4群間に差は認められなかった（Fig．4）．網内皮

系のひとつである肝臓において，ADR－Lipの非加温

群のADR濃度はfree　ADRの加温，非加温群に比

較して，投与後1時間で25．2±4．8μg／g，2時間で

25．8±4．7μg／g，6時間で19．1±2．5
μg／gと経時的に有意（p＜0．05）に高かった．ADR－

Lipの加温群のADR濃度はその非加温群に比し

て，投与後2時間で18．3±3．7μg／g，6時間で10．9

±2．4μg／gと経時的に有意（p＜0．05）に低かった

が，free　ADRの加温，非加温群とは投与後1時間

で23．8±4．8μg／g，2時間で18．3±3．7μg／gと有
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Fig．　4．　Time　dependent　distribution　of　ADR　in　tissues　（heart，　lung　and　kidney）．　ADR－Lip　and　free　ADR

　　were　i．v．　injected　into　mice　with　or　without　hyperthermia．　ADR　concentration　in　each　tissue　at　O．5，　1，

　　2　and　6　hours　after　injection　was　measured　by　HPLC．

　　O：free　ADR，　e：free　ADR十heat，　A：ADR－Lip，　A：ADR－Lip十heat　X　p〈O．05，　as　compared　to　free

　　ADR，　free　ADR十heat，　ADR－Lip十heat
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Fig．　5．　Time　dependent　distribution　of　ADR　in　RES　（liver　and　spleen）．ADR－Lip　and　free

　　ADR　were　i．v．　injected　into　mice　with　or　without　hyperthermia．　ADR　concentration　in

　　RES　at　O．5，　1，　2　and　6　hours　after　injection　was　measured　by　HPLC．

　　O：free　ADR，　e：free　ADR十heat，　A：ADR－Lip，　A：ADR－Lip十heat

　　Xp〈O．05，　as　compared　to　free　ADR，　free　ADR十heat

　　X　Xp〈O．05，　as　compared　to　ADR－Lip十heat

意（p＜0．05）に高かった．網干皮下のもうひとつの

主要な臓器である脾臓では，ADR－Lipの非加温群の

ADR濃度はfree　ADRの加温，非加温群に比較し

て投与後30分で38．9±23．9μg／g，6時間で62．5±

7．7μg／gと経時的に有意（p〈O．05）に高かった．

ADR－Lipの加温群のADR濃度はその非加温群に

比して，投与後30分で22．0±6．1μg／g，6時間で

20．1±3．8μg／gと経時的に有意（p＜0．05）に低か

ったが，free　ADRの加温，非加温群と比較すると

経時的に有意（p＜o．05）に高かった（Fig．5）．

　腫瘍においては，ADR↓ipの加温群のADR濃

度がfree　ADRの加温，非加温群およびADR－Lip

の非加温群の3群と比較して投与後30分で6．3±

3．0μg／g，6時間で3．1±2．2μg／gと経時的に有意

（p＜o．05）に高かった（Fig．6）．　ADR－Lip加温群

の加温条件（加温時間）を変えた場合の腫瘍内濃度

を比較すると，加温時間30分のADR－Lip群の

ADR濃度は5．3±1．6μg／gと加温時間20分の群

に比して有意（p＜o．01）に高かった（Fig．7）．

　4．抗腫瘍効果の検討

　治療開始後2週間目の相対的腫瘍増殖率はコント

ロール群（無治療群）が23．33±9．70であるのに対

して，温熱単独群は15．98±4．31，free　ADRの加温

群および非加温群はそれぞれ11．99±4．21，15．31±

　7
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Fig．　6．　Time　dependent　distribution　of　ADR　in

　　tumor．　ADR－Lip　and　free　ADR　were　i．v．　in－

　　jected　into　mice　with　or　without　hyperther－

　　mia．　ADR　concentration　in　tumor　at　O．5，　1，

　　2　and　6　hours　after　injection　was　measured

　　by　HPLC．

　　O：free　ADR，　e：free　ADR十heat，　A：ADR－

　　Lip，　A：ADR－Lip十heat

　　Xp〈O．05，　X　X　p〈O．Ol，　as　compared　to

　　free　ADR，　free　ADR十heat，　ADR－Lip

1．64，ADR－Lipの加温群および非加温群はそれぞれ

2．83±0．66，13．52±3．57と治療群が有意　（p＜

0．01）に低かった．さらに治療群の内，ADR－Lipの

加温群が他の4群に比較して有意（p＜0．Ol）に低か

った（Fig．8）．又，加温時間やADR量の違いによ

（5）
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る腫瘍増殖率の差は認められなかった（Fig．9）．

　生存率においてはコントロール（無治療群）と治

療群に有意な差は認められなかったが，ADR－Lipの

加温群に長期生存例が認められた（Fig．10）．温熱

単独群の生存率において，20分加温群，30分加温群
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Fig．　7．　Effect　of　heating　time　on　the　distribu－

　　tion　of　ADR　to　tumor　after　the　administra－

　　tion　of　ADR－Lip．　ADR－Lip　were　i．v．　injected

　　into　mice　with　hyperthermia　for　20　minutes

　　or　30　minutes．　ADR　concentration　in　tumor

　　at　1　hour　after　injection　was　measured　by

　　HPLC．
　　A　column　with　a　vertical　bar　represent　mean

　　value　and　SD　of　the　mean，　respectively．

　　X　p　〈　O．Ol

の2群間に有意な差は認められず，また，ADR－Lip

の非加温群の生存率において，ADR量5mg／kg群，

ADR量10　mg／kg群の2群間に有意な差は認めら

れなかった（Fig．11）．　ADR－Lip（10　mg／kg）20分
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Fig．　8．　Tumor　growth　rate　2　weeks　after

　　administration　of　ADR－Lip　with　hyperther－

　　mia　as　compared　with　the　treated　or　the

　　untreated　control．　Tumor　growth　rates　were

　　expressed　as　the　ratio　of　tumor　volume　after

　　treatments　to　volume　before　treatment．

　　A　column　with　a　vertical　bar　represent　mean

　　value　and　SD　of　the　mean，　respectively．

　　Xp〈O．Ol，　as　compared　to　heat，　free　ADR，

　　free　ADR十heat，　ADR－Lip，　ADR－Lip十heat
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　　ADR，　free　ADR十heat，　ADR－Lip
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Fig．　9．　Effect　of　heating　time　and　ADR　dose　on　tumor　growth　rate　2　weeks　after　the

　　treatment．　Tumor　growth　rates　were　expressed　as　the　ratio　of　tumor　volume　after

　　treatments　to　volume　before　treatment．

　　A　column　with　a　vertical　bar　represent　mean　value　and　SD　of　the　mean，　respec－

　　tively．
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加温群とADR－Lip（5　mg／kg）30分加温群の生存

率はADR－Lip（5　mg／kg）20分加温群に比較して

有意（p＜o．01）に高かった（Fig．12）．

V．考 察

リボソームは脂質二重膜の小胞体で閉鎖された人
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Fig．　10．　Survival　rates　of　tumor－bearing　mice

　　treated　with　no　therapy　as　control，　hyperth－

　　ermia　alone，　free　ADR　with　or　without

　hyperthermia，　and　ADR－Lip　with　or　without

　hyperthermia．

工膜であり，生体膜モデルあるいは薬物投与剤形と

して多角的に使用され，特に薬物を標的細胞に運ぶ

キャリアーとして医学的に応用する試みが盛んに行

われてきた．キャリアーとしてのリボソームは種々

の薬物をその物理学的性質に応じて内水層または膜

内に封入することが可能であり，封入された薬物の

失活を防ぎ，さらに薬物自体の毒性の軽減が期待で

きる．またリボソーム自体は生体膜由来の脂質を用

いているので毒性も低く抗原性も否定されてい

る8）．このような利点をもつリボソームの構成成分

となるリン脂質は，それぞれ固有の相転移温度を有

しており，例えばdipalmitoyl　phosphatidylcholine

（DPPC）は41℃，　distearoyl　phosphatidylcholine

（DSPC）は54℃，　dipalmitoyl　phosphatidylglycero1

（DPPG）は41℃，　dipalmitoyl　phosphatidylserine

（DPPS）は51℃であり，混合脂質の相転移温度はそ

れぞれ脂質の重量比例配分によって得られた温度に

近似した値となる．つまり種々の脂質の組合せによ

り，理想とする温度で封入した薬剤を放出させるリ

ボソームを調製することは可能である．このような

熱感受性リボソームに抗癌剤を封入したのち全身投

与すれば，腫瘍部位を局所温熱により相転移温度以

上に加温することによりリボソームは加温部位であ

る腫瘍を通過する間にゲル相から液晶相へ相転移

し，封入した抗癌剤は放出され，腫瘍局所への抗癌

剤の選択的集積が可能となる．リボソームはその形

態でmultilamellar　vesicle（MLV），　small　uni－

lamellar　vesicle　（SUV），　large　unilamellar　vesicle
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Fig．　11．　Survival　rates　of　tumor－bearing　mice　treated　with　hyperthermia　alone　for　20

　　minutes　or　30　minutes，　and　ADR－Lip　at　a　dose　of　5　mgADR／kg　or　10　mgADR／kg．
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Fig．　12．　Survival　rates　of　tumor－bearing　mice

　　treated　with　ADR－Lip　（5　mg／kg）　plus　hyper－

　　thermia　（20　min），　ADR－Lip　（5　mg／kg）　plus

　　hyperthermia　（30　min），　and　ADR－Lip　（10

　　mg／kg）　plus　hyperthermia　（20　min）．

　　Xp〈O．Ol，　as　compared　to　ADR－Lip　（5　mg／

　　kg）　十heat　（30　min）

　　XXp〈O．Ol，　as　compared　to　ADR－Lip　（10

　　mg／kg）　十heat　（20　min）

（LUV）の3種類に分類される．これらのうちLUV

は加温時における薬物放出の効率が最も高く，熱感

受性リボソームとして最適である．これに対して

SUVは薬物保持効率が低く，安定性が不十分なため

温度放出率が低く，MLVも同様に不安定で，かつ

広い温度範囲で薬物を放出するため熱感受性リボソ

ームとしては不適である4）9）10）．

　本研究では，広い抗癌スペクトラムを有する

ADRを用い，　DPPCとDSPCを9：1の割合で逆

相蒸発法により調製したLUVのひとつである
REV（reversephase　evaporation　vesicle）で検討し

た．

　in　vitroでのADR－Lipの温度放出については

39～41℃の間で急激な放出性を示し，41℃における

ADRの放出率は86％であり，通常温熱療法に用い

られる温度が42．0～43．5℃であるので，理想的な相

転移温度を有している．また，in　vivoにおける

ADR－Lipの血液中の経時的なADR濃度はfree

ADRと比べてはるかに高く，腫瘍を局所加温して

ADRを腫瘍に集積させるうえで十分な安定性を有

している．

　マウスの大腿皮下に移植した腫瘍の加温方法とし

てこれまでは恒温水槽が用いられてきたが，この場

合はマウスの後肢全体が加温されるため腫瘍以外の

部位も加温され，局所加温としてはやや不十分なも

のであった．これに対して，腫瘍をアプリケーター

で挟み込むRF加温装置では腫瘍のみを局所的に加

温することが可能であり，今回の実験では最も適し

た加温方法と考えられる．

　今回の検討ではADR－Lip加温群での腫瘍内

ADR濃度が他心より経時的に有意に高い濃度を示

し，また加温時間を20分から30分にすることによ

り腫瘍内ADR濃度がさらに高まった．これらの結

果は投与されたリボソームが循環して加温された腫

瘍血管内で温度依存的に薬物を放出し，濃度勾配に

したがって腫瘍組織に移行したためと考えられる．

又，加温時間を長くすることにより腫瘍内濃度が高

まることは，残存して循環しているリボソームが腫

瘍血管内で加温され薬物が放出されるためと考えら

れる．

　主要臓器のうち，心臓および肺のADR濃度は4

群問に経時的に有意差はみられなかった．腎臓の

ADR濃度は投与後30分においてADR－Lipの非加

温群が他の3群より有意に低く，それ以降は経時的

に4群間に差はみられなかった．これら3臓器の中

では，free　ADRは投与されると腎臓へ速やかに分

布し，加温によりリボソームから放出されたADR

もまた腎臓へ速やかに集積されるために腎臓におい

ては差がみられ，心臓および肺においては差がみら

れなかったと考えられる．今回の検討では，心臓へ

のADRの移行性はfree　ADR群とADR－Lip加温

群では差が認められなかったが，free　ADR群と同

等の腫瘍内ADR濃度を得る場合，　ADR－Lip加温

群では投与量を下げることができ，心毒性対策も期

待できる．肝臓および脾臓においてADR濃度は

ADR－Lip群がfree　ADR群に比較して経時的に有

意に高く，そしてADR－Lip群の内では加温群が非

加温群に比べて有意に低いことが示された．肝臓や

脾臓は細網内皮系のひとつであるが，リボソームは

静脈内投与をすると細網内皮系に取り込まれやすい

性質をもっており，今回の結果もこのような特性に

よるものと考えられる．ADR－Lip加温群で肝臓や脾

臓へのADRの集積が抑制されたが，これは局所加

温することによりリボソームからADRが放出され

（8）
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たためと考えられる．リボソームに封入された薬剤

は細網内皮系に取り込まれやすく，これまで副作用

が懸念されてきたが，加温を用いることにより細網

内皮系への取り込みは幾分抑制され，副作用の可能

性を軽減させるものと考えられる．

　抗腫瘍効果では，腫瘍増殖率および生存率の面か

らみてADR－Lip群はfree　ADR群と比べリボソー

ム封入自体による効果は認められなかった．リボソ

ームに温熱を併用したADR－Lip加温群ではfree

ADR群などの他群に比較して腫瘍の増殖が有意に

抑制されたが，生存率において有意差は認められず，

投与量を倍にした場合および加温時間を30分に延

長した場合に始めて生存率の有意な改善が認められ

た．これらの結果はリボソームに温熱を併用するこ

とにより始めて腫瘍内のADR濃度が高められ，そ

して投与量の増加および加温時間の延長により，さ

らに腫瘍内のADR濃度が高められたという結果に

よるものと考えられる．尚，加温時間延長による加

温そのものの影響は一温熱単独群での加温時間の違

いによる差がないという結果から一考えられず，ま

た温熱とADRとの相乗効果に関しては，報告者に

より一定の見解がないが11）12）13），今回のfree　ADR

の非加温および加温群の比較結果からは相乗効果は

明らかではなかった．

　本研究では熱感受性リボソームと温熱療法の併用

の有用性について実験的に示してきたが，実際に臨

床で用いる場合はいくつかの直面を解決していかな

ければならない．第一にADRの封入率の問題であ

る．今回用いたものは約20～25％と低く，封入率を

上げる工夫が必要である．第二にリボソームは細網

内皮系に取り込まれやすく，細網内皮系における薬

物濃度の上昇が新たな副作用を生む可能性があると

いうことである．最近，細網内皮系を回避する手段

としてガンダリオシドGM　1i4）やポリエチレングリ

コール15）をリボソーム膜に付与することが報告さ

れており，これらの報告を手掛かりに細網内皮系を

回避することが可能となれば，腫瘍への薬物の集積

もさらに高められることが期待される．第三に温熱

療法における加温技術の問題があげられる．最近，

腔内加温などの開発により深在性腫瘍に対する加温

技術も進歩してきたが，温度モニターの問題を含め

て局所温熱療法のさらなる進歩が望まれる．

　抗癌剤封入熱感受性リボソームと温熱療法を併用

した癌治療法は，今後これらの問題点を中心に改善

されていくことで広く臨床応用のできるものとして

期待される．

VI．結 語

　アドリアマイシン封入熱感受性リボソーム

（ADR↓ip）を作製し，動物の腫瘍モデルを用いて温

熱療法との併用効果について検討した．

　1．ADR－Lipに温熱を併用することによりADR

と比較して腫瘍内への集積が経時的に高く維持され

た．

　2．心，肺，腎においてはADR－Lipに温熱を併用

することにより経時的にfree　ADRと同様な濃度推

移を取った．

　3．細網内皮系（肝，脾）においてADR－Lipはfree

ADRに比べて経時的に高濃度が維持されるが，温

熱により抑制された．

　4．ADR－Lipに温熱を併用することによりADR

と比較して腫瘍の増殖は有意に抑制されるが，生存

率においては有意差は認められなかった．

　5．ADR－Lip加温群において，加温時間を延長す

ることにより腫瘍内濃度は増加し，生存率も有意に

改善された．

　以上より，ADR－Lipに局所温熱療法を併用するタ

ーゲティング療法は癌治療として有用であり，臨床

的意義を十分期待し得るものと考えられた．

　稿を終えるにあたり，本実験に御協力いただいた

本学薬剤部員各位に謝辞を申し上げます．

　本論文の要旨は，第78回消化器病学会総会，第34

回消化器病学会大会において発表した．
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