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リポ化アンホテ リシンBに よるマ ウス深在性真菌症 の治療
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ア ンホテ リシンBを イン トラリポス20%(R)に て リボ化し,リ ボ化アンホテリノンBを 作製

した。リボ化アンホテリシンBのLD6。 は5.0mg/kg以 上 であ り,ア ンホテ リンンB(フ ァン

キゾン(R))の 急性毒性(LD5。1.2mg/kg)を 軽 減できた、

マウスカンジダ症およびマ ウスクリプ トコックス症における治療実験 で も,フ ァンギゾン(R)

に 比べて,す ぐれた治療効果が得 られ,臨 床応用の可能性が示唆された。

Key words:Amphotericin B,Lipid emulsion, Murine candidiasis,Murine cryptococcosis,

Therapy

アンホテリシンBは,深 在性真菌性の第一選択薬 として

臨床的に使用されているが,そ の副作用が強いため,充分な

臨床効果を得ることが困難である。我々はアンホテリシン

Bの 急性毒性を軽減するため,リ ボソーム封入アンホテリ

シンBを 作製し,こ のものが著 しく毒性の軽減に役立った

ことを報告した1～31。しかしりポソーム封入アンホテリシン

Bは,そ の製剤としての安定性と大量作製時の均一性なら

びにリボソームの安全性など,臨 床的に使用する場合には

解決しなければならないいくつかの間題がある4s.

一方
,リ ボソームと同様に優れた薬物担体である脂肪微

粒子(リ ピット・マイクロスフェア)は 高カロリー輸液時の

イントラリポス(R)などとして使用され,臨 床的にその安全

性が確認されていて,す でにステロイドおよびプロスタグ

ランディンのりポ化製剤は市販されている5)、我々はアンホ

テリシンBを リボ化することによりその急性毒性をリポ

ソーム封入時と同程度まで軽減させることができ,ま たマ

ウスでの実験的カンジダ症およびクリプ トコックス症にお

いて優れた治療効果が得られたので,そ の成績について報

告する。

1.材 料および方法

1菌 株および培地

新井 正 千葉 大学 元教 授 よ り分 与 いただ い た

Candida albicans7N株 と,当 院 での臨床分離 株

Crptococcus ne(oformnsC-28株 を使 用 した。can-

dida albicans 7N株 は サ プ ロ-培 地 に て37℃,12時

間 培 養 した 後,生 食 水 で2回 遠 心 し て 洗 浄 後使 用 した。

Cmptococcus neoformansC-28株 は ポ テ トデ キス トロ

ー ス 寒 天 培 地 で
,30℃,72時 間 培 養 した 後,同 様に生

食 水 で2回 遠 心 洗 浄 して 用 い た。

2.マ ウ ス 播 種 性 カ ン ジ ダ症 の 作 製

BALB/C5週 齢 の 雄(2L8±0.99)に 尾静 脈 より

1.0×107CFU/mlのCandida alb比ans 7N株 浮遊液

0.1m1を 静 注 し,播 種 性 カ ン ジ ダ症 を作 製 した。

3.マ ウ ス ク リプ トコ ッ ク ス 感 染 症 モ デ ルの作製

同 様 にBALB/C5週 齢 の 雄 に,3.3×107CFUルml

に 調 整 し たCり φ'ococcusneoformans C-28株 菌 液

0.03mlを 脳 内 に 接 種 した 。

4.リ ポ 化 ア ン ホ テ リ シ ンBの 作 製

KIR鰍Rら の 方 法 に 準 じ て 作 製 した6}。 す なわち

dimethylacetamide(和 光 純 薬)1.0mlあ た りに20mg

のsodium deoxycholate(Sigma)を 加 え,30℃ にて

種 々 の 濃 度 の ア ン ホ テ リシ ンB(Sigma)を 溶解 した。

さ ら に,イ ン トラ リポ ス20%(R)(ミ ドリ十 字)に て リ

ポ 化 を行 い,0.25mg/ml,0.50mg/ml,1.0mg/mI

の 濃 度 の リボ 化 ア ン ホ テ リ シ ンBを 作 製 した。

な お,対 照 と して はsodium deoxycholateと 溶解剤
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をして含 む フ ァ ン ギ ゾ ン(R)(ス ク イ プ 科口)を 川 い た。

5.正 常 マ ウ ス に 対 す るLD50の 測 定

BALB/C5週 齢 の 雄 に 尾 静 脈 よ り紳 セの 濃 度 の リ

ボ化ア ンホ テ リ シ ンBを 投 与 し,6週 間 観 察 し,11)

を測定 した 。placeboと し て は イ ン ト ラ リポ ス20%{kl

(ミ ドリ十 字)を 用 い た 。

6.マ ウ ス カ ン ジ ダ症 お よ び ク リプ ト コ ッ ク ス蹟、

の治療 実験

上 に述べ た2つ の 感 染 モ デ ル に お い て 治 療 実口験 を 行

った。カン ジ ダ症 は 接 種口後24時 間 後 に,ま た ク リフ)ト

コックス症 は脳 内 投 与後2時 開 後 に,尾 静 脈 よ り薬 剤

を1回 静 注 し,生 存 曲 線 を観 察 した 。

II.結 果

1.リ ボ 化 に よ る ア ン ホ テ リ シ ンBの 急 性 毒性 の

軽減

Fig.1.Toxicity of amphotericin B lipid emulsion

in normal mice(n=10)(BALB/C,5 wks,male).

LD50>5.0 mg/kg

x-xIntralipos 20%

•¢-•¢Amph.B emulsion 1.25mg/kg

•Z-•ZAmph
.B emulsion 2.5 mg/kg

•œ-•œAmph.B emulsion 5.0 mg/kg

Fig.2.Toxicity of conventional amphotericin B in

normal BALB/C mice(n=10)(5 wks,male).

LD50 1.2 mg/kg

•Z-•ZAmph
.B 0.8 mg/kg

•¢-•¢Amph.B 1.2 mg/kg

•~-•~Amph.B 2.4 mg/kg

Fig.1に1常 マ ウ スに 紳 々の 濃 度 の リ ボ 化 ア ン ホ

テ リ シ ンHを 静 注 し た 場 合 の ノ上存 曲線 を,Fig ,2に

は,無 処 理 の ア ン ホ テ リシ ンB(フ ァ ン ギ ゾ ノ1り を 静

江 し た」坊含の'生 曲 線 を 小し た。Fig.2に 示 し た よ う

に フ ァ ン ギ ゾ ン鱒のLD,1、 は1.2mμ/kgで あ っ た が,

リボ 化 ア ン ホ テ リシ ンBのLDI ,、は5.0mg/kg以 上

で あ り,リ ボ 化 す る こ とで 急'骨,毒哲 が 著 し く軽 減 せ し

め 得 る との 成 紬 が 得 られ た 、,

リボ 化 ア ンホ テ リ シ ンBは5.0mg/kgの 濃 度 で,

長っ た く死 亡 例 が な く,安 全 に投 与で き た の で,以 卜下

の 実 験 では こ の 吊 を使 川 し た.な お,対 称 とす る フ ァ

ン ギ ゾ ン(R)は0.8mg/kｇ で使 川 した 難

2,播 種 性 カ ン ジ ダ症 の 治 療 実 験

Fi£.3に 示 し た よ う にBALB/C5週 齢 の 雄 に1.o

×107CFU/mlのC.albicans7N株 浮 遊 液0.1ml

を静 注 し,24時 間 後 にplaceboと して イ ン トラ リ ポ ス

200。(1殉.1mlを 投 与 した 場 合 に は,7日 以 内 に100%

の マ ウ スが 死 亡 した 。

フ ァ ン ギ ゾ ン(R)0.8mg/kgで の 治 療 群 の 生 存 率 は

42日 後20%で あ っ た の に 対 し て,リ ボ化 ア ン ホ テ リ

シ ンB5.Omg/kg治 療 群 で は ま っ た く死 亡 例 が なか

っ た(P<0.01。

3.ク リプ トコ ッ ク ス症 感 染 マ ウ ス の 治 療 成 績

3.3×107CFU/mlのcrYptococczus ne0fornansC-

28株 浮 遊 液0.03mlを 脳 内 接 種 した 場 合,placebo治

療 群 は12F日 以 内 に 全 例 死 亡 し,フ ァ ン ギ ゾ ン 旦10.8

mg/kg治 療 群 も18日 目 ま で に す べ て 死 亡 した 。 こ れ

に 対 し て,リ ボ 化 ア ン ホ テ リシ ンB5,0mg/kg投 与 群

Fig.3.Efficacy of amphotericin B lipid emulsion

in the treatment of murine disseminated can-

didiasis.A dose of 5.0 mg/kg of amphotericin B

emulsion were given 24 after venous inoculation

of Candida albicans 7 N strain (1.0 x 106 CFU/

mouse)(n=10)

•œ-•œ •Intralipos 20%

•~-•~Amph.B,0.8 mg/kg

•Z-•ZAmph .B emulsion,5.0 mg/kg
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Fig. 4. Efficacy  of amphotericin B lipid emulsion

in the treatment of murine cryptococcosis. A

dose of 5.0 mg/kg of amphotericin B emulsion

as given 2 h after intracranial innoculation of

crlivococcus nc,fi,rinaii, (2-28 stain (1.0., 106

CFU/mouse) (n=10)

•œ-•œIntralipos 20(VL

•œ- Amph. B, 0.8 mg/kg

0-0 Amph. B emulsion, 5.0 mg/kg

は,14日 目まで死亡例がなかった、 しかし,そ の後徐

々に死亡 し,26日 目までに全例死亡 した(Fig.4).

III.考 察

アンホテ リシンBは,そ の急性毒性が強いため,充

分な臨床効果を挙げることができない。 ところが,人

工脂肪膜である リボ ソームにアンホテ リシンBを 封

入すると,そ の急性 毒性が著 しく軽減 され,治 療開始

当初より充分 量のアンホテリシンBを 投)与すること

ができることが報告 されている1鋤.ま た,す でに欧 米

では一部臨床的にも応用 もされている7)。

しかし,リ ボソーム封入アンホテ リシンBを 臨床応

用する場合には,い くつかの間題が残 されてお り,そ

れは,(1)作 製後の安定性に問題があ り,長 期に保存で

きない,(2)均 一 な製剤を大量にくりかえしつ くるのが

困難である,(3)リ ボ ソームの安全性に疑問が残る,等

である4).

一方 リボソーム とならび
,薬 剤のキャ リヤーとして

注目されている脂肪微粒子(リ ピッ ド・マイクロスフ

ェアー)は,高 カロ リー液の目的で,イ ン トラリポス

等としてすでに臨床的に も使用 されてお り,そ の安全

性に問題はない。また,ス テロイドやプロスタグラン

ディンなどはすでにリボ化製剤 として,応 用 されてい

る5)。これ らの点 より,ア ンホテリシンBの 担体 とし

て,リ ボソームに代えてリピッ ドマイクロスフェアー

を用いることを試みた。

アンホテ リシンBの リボ化についての 文献は散見

され るか糊,追 試 してみ ると一定 した成績が得られな

か 、た、そこでルr回,KllHSRら の 方法りでリボ化を行っ

てみたところ,急 姓 毒性が軽減でき,り ボソームに封

人した場合とはぱ同程度の治療成績が得 られf二、

クリゾ トコックスを脳内拡挿 した例 ては,リ ボ化製

剤を使川 して も長期にわたれば全例死亡 したが,こ れ

は感染2時 間後11墨IIのみの投 与であ り,分 割してくり

かえし投 与すれば充分 な治療効果が得 られるものと思

われた、

今鳶後は
,リ ボ化アンホテ リ/ンBの 臨床応用に向

け,製 剤の安定性や安全牲について充分 な検討を行い

たい と考えている.
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A LIPID EMULSION FORMULATION OF AMPIIOTERICIN B FOR THE

TREATMENT OF MURINE CANDIDIASIS AND CRYPTOCOCCOSIS
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Amphotericin B was incorporated into lipid emulsion using the method of K11511 R et al. Shortly 20
mg of sodium deoxycholate were dissolved in 1.0 ml of dimethylacetamide. This solution was used

to solubilize the amphotericin B at various concentrations, and then Intralipos 20%(R) was added.
The LD50 of amphotericin B lipoid emulsion was more than 5.0 mg/kg in normal BALB/C mice,

compared with 1.2 mg/kg for conventional amphotericin B (Fungizoneu).
In a study of experimental murine disseminated candidiasis, the survival rate of mice given

conventional amphotericin B at a dose of 8.0 mg/kg (the maximal tolerated dose without acute
lethality) was 20%, whereas the animals treated with amphotericin B in lipid emulsion all were alive

42 days after inoculation (p<0.01).
In the case of experimental murine cryptococcosis, amphotericin B in emulsion also produced

higher survival rates than commercial amphotericin B.


