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氏　　　名
C齢露）

DevelopmentofacoI勺ugatedGadoliniumand Cisplatin－gelatinpossesslng

PrOPertiesasaintravascularcontrastagentfbrMRimaglng

目　　的

この実験の目的は、ガドリニウム（Gd）とDiethylenetrjaminepentaaceticacid（DTPA）

とシスプラチン（Cis）およびGelatin（Gel）を用いて、MRI下にて描出可能なシスプラチン

製剤（Gd－DTPA－Gel－Cis）を開発することにある。

方　　法

1．　DTPAは、カルポキシル基を持ち、これは、Gelのアミノ基と結合することが予想

2．

3．

4．

された。DTPAとGelを様々な割合（DTPA：Gel＝0．2：1、0．5：1、0．8二1、1：1）で

結合させて、DTPAのGelへの結合割合を測定した。反応はDMSO溶液中（37℃、

90分）で行い、純水で透析することで、結合したDTPA－Gelを取り出した。Gelへ

のDTPAへの結合割合は、Gelの残存アミノ基をTNBS法にて測定することで算出

した。

1．で作成したDTPA－GelにCisを様々な割合（Cis：DTPA－Gel＝0．002：1，0．004：1、

0．02：1、0．2：1、2：1）で反応させた。Gelatinのカルポキシル基には、Cisが結合

する可能性が、田畑らの実験で示唆されており、これを応用した。Gel－DTPAを純

水に溶かし、これにCisを滴下して、37℃、72時間反応させた。これを純粋で透

析することにより、DTPA，GelrCisを取り出した。DTPA－Gel－Cisに含まれるPt畳

を原始吸光にて測定し、Cisの結合量を算出した。

1．で作成したDTPA－GelにGdを様々な割合（Gd‥DTPA，Gel＝0・1：1，1＝1、10：1）

で反応させた。Gel－DTPAをMESbuffer（PH5．0）に溶かし、これに酢酸Gdを滴下

して、37℃、90分間反応させた。PD10カラムで透析することにより、Gd－DTPApGel

を取り出した。Gd－DTPA－Gelに含まれるGd量を原始吸光にて測定し、Gdの結合量

を算出した。

1，2，3の結果をもとに、Gd－DTPA－Gel－Cisを作成した。これを透析膜に封入

し、牛血清中で揖拝（37℃、72Stroke／min）。30分、6時間、24時間ごとの、血

清中へ放出されたPt、Gd濃度を原始吸光にて測定した。

5．1，2，3の結果をもとに、Gd－DTPA－Gel－Cisを作成した。

6．　これを2mlのポリウレタンチューブに入れ、MRI（TIWI）での信号強度を、希釈

Gd溶液と比較した。

7．統計ソフトはDr．SPSSを用い、p＜0．05を有意差としてStudent Tにて計算した。
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結　　果

1・DTPA：Gel（0．2：1、0．5‥1、0．8：1、1‥1）における、DTPAの結合量は、8．42、54．35、

93・05、96・09％であった。1：1の反応では、Gel上のアミノ基の90％以上が結合した。

Cis：DTPA－Gel（0．002‥1，0．004‥1、0．02‥1、0．2‥1、2‥1）における、Cisの結合量

は、予想された最大結合量の0．17％、0．34％、0膏0％、1．04％、1．18％であった。

2．Gd：DTPA－Gel（0．1：1，1：1、10‥1）における、Gdの結合量は、予想された最大結合

量の1．84、6．14、70．26％であった。

3．作成したGd－DTPA－GeトCisは、10mg／ml中に42．84ug／rnlのGdと1．53ug／mlのPtを

含んでいた。

4．血清中では、Ptは24時間で徐々に放出された。一方、Gdは24時間では放出を認め

なかった。

6．Gd－DTPA－Gel－Cisの溶液は市販のGd溶液に近い漉度で、高信号を示した。

考　　察

我々はまず、Gelatinに含まれるアミノ基の何％にDTPAが結合できるかを調べた。DTPAl

分子とアミノ基1分子を1：1と考えたとき、DTPAを1以上の割合で反応させれば、90％以

上のアミノ基と結合することがわかった。よって、DTPA－Gel作成時の反応割合は、1：1とし

た。次にDTPA－Gelに含まれるカルポキシル基の何％にCisplatinが結合するかを調べた。

Cisplatinl分子がカルポキシル基2分子に結合すると仮定してこれを1：1と考えたとき、

Cisplatin量が0．2までは、急俊な結合率上昇を示すのに対し、0．2を超えると結合グラフは、

平坦となるため、DTPA，Gel－Cisの作成には、Cisplatinは、0．2程度の反応が経済的と考え

られた。次にGadoliniumのDTPA－Gelとの結合割合を調べた。DTPA－Gelに含まれるDTPAl分

子とGadoliniuml分子を1：1と考えたとき、Gadoliniumを10反応させればDTPA－Gel上の

DTPAの70％近くに結合することが判明した。よって、Gadliniumは10程度の反応が経済的と

考えた。上記、結果からGd－DTPA－GelTCisを作成した。作成したGd－DTPA－GeトCf。（10mg／ml）

に含まれるGadoliniumは42．84ug／ml、プラチナ濃度は1．53ug／mlであった。

次に、作製したGd－DTPA－Gel－CisがMRIにて薬剤分布が同定可能な抗がん剤として働くため

には、ある程度の期間は、CisplatinとGdが結合していなければ、その分布を見たことにな

らない。よって、牛血清中で、CisplatinやGdがGd－DTPA－Gel－Cisから24時間以内にどの

程度放出されるかを調べたわけであるが、Cisplatinは、最初の6時間で15％以上が放出され

たもののその後の放出は穏やかで、24時間で20％程度の放出であった。一方、Gdは24時間

でまったく検出されず、Gd，DTPA－Gel－Cisに安定して結合していることが示された。最後に

in vitroにてGd－DTPA－Gel－Cis溶液が同Gd濃度の市販MRI造影剤とどの程度信号が異なる

かをMRIにて評価した。結果として、Gd－DTPA－Gel－Cisは、市販の造影剤に比べてやや薄い

濃度でも高信号となった。生体内での薬剤分布をMR工信号で見ることができると考えられた。

結　　論

MRI下で分布評価可能なシスプラチン製剤の開発に成功した。今後は腫瘍モデルを用い

て、その生体内での信号強度、抗腫瘍効果などについて、評価していきたい。
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学位論文審査の結果の要旨

整理番号 598 園田　明永

論文審査委員

（学位論文審査の結果の要旨）
本研究は、ガドリニウム（Gd）と　Diethylenetriaminepentaacetic acid（DTPA）とシ

スプラチン（Cis）およびGelatin（Gel）を用いて、MRI下にて描出可能なシスプラチ

ン製剤（GdNDTPA－Ge卜Cis）の開発を目的としたものである。
Gd－DTPA－GeトCisの作成については、段階的に各種反応条件下での結合割合を検討し

ながら、最終的に同物質の作成に成功した。作成されたGd－DTPA－Gel－Cisは、10mg／ml
中に42．84pg／mlのGdと1．53　〃g／mlのPtを含んでいた。また血清中ではPtは24

時間で徐々に放出されたが、Gdは放出を認めず安定であった。Gd－DTPA－GeトCisの溶液
は市販のGd溶液に近い渡度で高信号を示し，生体内での薬剤分布をMRI信号で見る

ことができると考えられた。

本研究は抗がん剤の腫瘍ターゲテイングを目的としたDDS製剤のCisとGelの結合
体にさらにGdを付加してMRIにて薬剤の生体内での分布を可視化しようとする目的

で、Gd－DTPA－Ge卜Cisを初めて作成したものである。将来の臨床応用への可能性を示し
た研究でもあり、博士（医学）の学位を授与するに値すると認める。

（平成21年2月5日）


