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総　論　の　部

緒　　言

　脂質は，生体のエネルギー源あるいは生体膜の構築成分として生命活動に重要な疫割を果してお

り，これらの研究は生命科学の中心的課題の一つとして今日まで飛躍的な発農を遂げてきた。更に，

生体内．における脂質の機能や存在様式が解明され，又その物理化学的，生物化学的特性が明確になる

につれて，臨床的に有用な脂肪輸液の開発1，や，薬物の体内動態の制御を目的としたdrug　deliVery

systemへの脂質の応用2）・3，，4｝・5〕など，医薬品製剤に関する報告も認められるようになった。リン脂

質，トリグリセリドを初冶多くの脂質に共通する基本的構成々分は脂肪酸で，特に不飽和脂肪酸は∴

生体内における脂質の構造や機能の保持に密接な関連を有している。これらの脂肪酸は，一部は体内

で生合成されるが，主として食餌中の脂肪に由来するものである。

　摂取された脂肪の消化，吸収過程については，近年各方面より多角的な検討が行われ詳細な機構め

解明がなされている。6，，7），31一方，医薬品を経口投与した際に，食餌性脂質‘ま胃滞留時間，腸運動，

胆汁分泌などの生理的因子や，主薬の崩壊，溶解などの物理化学的因子に影響を及ぼし，薬物の

bi。…i1・bili・yに変化を来たすことカ・雛されつつある．・・9・i・e。fUl・i。脚1・などの難溶性薬物h。P。．

rinユ2，などの高分子化合物については，高脂肪食の併用やエマルション剤形で投与することによっ七

高い血中濃度が得られること，リボソームに包含されたinsulinでは単独投与に比し血糖降下作用が

増強されること，13｝又，rtocopherolでは脂肪油との併用によって体内分布様式が変化すること封｝な

ど種々の検討がなされている。しかし，一般の薬物の吸収動態に及ぼす脂肪酸類の彩響については，

これまで系統的な検討がほとんど行われておらず，’究明すべき点が多く残されている。

　そこで著者は・種々の吸収性を示す水溶性薬物を選び，ラット消化管を使用した海si加の実験

法，及び再構成膜として脂質黒膜法を用い、薬物の消化管吸収に及ぼす脂肪酸類の影響，更にその作

用機構について検討を加え，生物薬剤学的見地から薬物の消化管吸収特性の解明に必要な基礎的知見

を得ることができた。

　以下，得られた結果を三編にわたり論述する。
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第 Ⅰ編 薬物の消化管吸収に及ぼす脂肪酸類の影響

脂肪の消化,吸収に関する研究は19世紀中頃に始まり,多くの論争,氏多の知見が績み重ねられ,

現在では哨イヒ,吸収の詳細な機序が明らかにされているO

経口的に摂取された脂肪は,消化管においてホルモン,75リG'酵素,17'内因性界面癌性剤18'･)9-の作用

により消化.吸収される｡6)･7),8)長鎖脂肪 (CH-C18)は腹掛勺で脚 リパーゼ及び胆汁酸塩の作用を受

けると共に,脂肪酸-モノグリセリドー胆汁酸からなる混合 ミセルを形成し,小腸上皮細胞内に取り

込まれるD脂肪酸,モノグリセリドは小股粘膜内で中性脂肪に再合成され,次いでキロミクロンを形

成してリンパ系に移行する｡これに対し.短銃201(C6以下)及び中鎖脂肪21】･EEI(C8-Cj2)は,長鎖

脂肪に比べて易溶解性,拡散性,低融点などの性質JLを有しており,容易に消化,吸収され粘膜 ))パー

ザで加水分解後,主として遊削 旨肪酸の形で門脈系に移行することが知られているO-jf,脂肪や脂

肪酸の消化器系繊能に対する効果は,胆汁及び僻舷の分泌促進の他に,胃締簡時間の遅延,2ユ'胃散分

泌の抑軌 2･1)膿運動の抑乱 25'･26)血流の促進25)などに関する報告がみられるD

脂肪の消化,吸収に起因する消化管内の物理化学的,生化学的諸現象は,経口投与された薬物の消

化管吸収に対しても題額を及ぼすことが予測され,医薬品の有効性,安全性に関連して種々の睦討が

なされている｡内因性界面活性剤である過汁敢塩については,脂溶性ビタミン27)や.難溶性薬物28)め

吸収促進,更に,Gibaldiら,29)Kakemiら301によって水溶性薬物の吸収に対しても多様な効果を及ぼ

すことが明らかにさjlている｡又,高脂肪食との併用あるいは脂肪エマ ルション剤形として授与する

ことにより,griseofulviTl,10',川,aJ'indoxole,32),33'Sulfonamide.3エ)dicumarolMなどの姓溶性蓮物や

heparin,12)insulin34)Ii:どの高分子化合物の bioavailabilityが改善されるという知見も認められるD

しかし,水溶性薬物の消化管吸収に対する脂肪酸相の辞矧 こついては,bioavailabilityを正しく刑疏

する上で重要であるにもかかわらず,未だ系統的に究明しようと試みた報告は少ない｡

Table1FattyAcids

Carbon
nu_mbeど

Name Structure

C

C

C

C

C

C

C

C

C

Propionicacid

Butym Cacid

CaproiCacid

Caprylicacid

Laurieacid

Stearicacid

Oleicacid

linoleicacid

Linolenicacid

CH3CH2COOH

CH3(CH2)ヱCOOH

CH3(CH2)JCOOH

CH3(CH2)GCOOH

CHa(CH2)10COOH

CH3(CH2)mCOOH

CH3(CHE)TCH三CH(CHZ)7COOH
CH3(CH2)JCH-CHCH2CH-CH(CH2)TCOOH

CH3CH2CH-CHCH含CH-CHCH2CH-CH(CH2)7COOH
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本編では,脂肪酸の物理化学的性状や吸収特性を考慮して Table lに示す短銃,申鎖,長鎖脂肪

敬,l'-cf用い,insitu小腸連続鰭航法によって,水溶性モデル.薬物の吸収に及ぼす影軒について換討し

た結果を論述する｡

第 1章 短鎖脂肪酸の影響

短鎖脂肪酸 (C2-C6) 描,反現動物の前酢S)において炭水化物の嫌気的醗酵に伴い多丑に塵生さ

れ,エネルギー供給源として重要な役割を果している｡更に,ヒトを含む噂乳動物の大腸36'･37),38】で

は同様に炭水化物の細菌醗酵により生ずること,小腸上部39)においても腸内細菌の異常繁殖時に存在

することなどが報告されているが,腸管における短鎖脂肪酸の栄養学的,生理学的意義については不

明の点が多い｡

消化管における短鎖脂肪酸の効果としては,Davenport∴10)FlemS亡r6m,ら川Venturaら･I21によって

胃粘膜のイオン透過性変化,Parsons,Ja)Csakyら川によって小腸か らの水,Naの吸収促進,Wan

ら15)によって小腸の electricalpotentialdifferenceの増大などに関して報告されている.-方,莱

物の腸管吸収に及ぼす短銃脂肪髄の彫哲については,Levine46)が難吸収性薬物,Hardy･17)が高分子

化合物について換討しているにとどまっている｡本章においては,propionicacid,bu_tyricacid,

caproicacid及びェステルとして methylbutyrateについて換討した結果を述べる｡

第 1節 モデル薬物のラット小腸からの吸収

一般に,薬物の吸収虫を測定する方法としては,(1)薬物投与後の薬理効果による方法,(2)薬物投与

後の血中濃度.尿中排推丑などを求め,葦動力学的手法により吸収忠を算出する方法,(3)投与,叉は

吸収部位における残存盈により吸収を測定する方法などに大別される0m(2)の場合,掛 ⊂本研究のよ

うに脂肪酸類を添加した時,臓器への分布,代謝過程への影響も予想され,多くの複雑な因子が関与

してくるので吸収過程のみを換討するには不適当であるoそこで著者は,脚に従いinvivoに近い状

態で種々の実験を設定しうる insitu連続津流法を主に周いることにした｡

実験動物はWistar系雄性ラットを使用し,小腸からの吸収実験は既に報告されているKal⊂emiら

岬の方法を準用したO叉,試料溶液は通常pH6.5リン酸礎衝液を用いて調製したo

モデル薬物は,それ自体の吸収が既に換討されているものの中から,生理的 pH 領域における解

離状態や吸収の度合を考慮して選択したO欝Ⅰ編,罪汀編において使用したモデル英物の1時間の吸

収率とその初濃度を Table2に示すO

第 2節 短鎖脂肪東の吸収

短観脂肪酸の腸管吸収については Smythと Taylor49)の研究に始まり,現在までに動物20),SO)･Sz)ヒ

ト52).531について蝕つかの報告があるO-虚にその吸収は速やかであるが,飽和現象,Na態度依存性

が認められるなど単なる脂港性だけでは説明され得ないとする説が支配的である｡本研究において

ち,実験条件の設定や薬物吸収に対する脂肪酸の効果を解析する上で,脂肪酸の吸掛 こ関する知見が

必要であるが insitu拙統法による報告はほとんど見当らない｡

そこで,まず短銃脂肪髄の腸管贋収について基礎的な検討を行ったDFig.1は50mM butyTicacid

の腸管吸収の時間的経過を示したものであるO他流肢からの消失はきわめて速く,見境上一次速度式

(5)



Table2 AbsorptionofDrugsfromRatSmallIntestineatpH 6,5

Drug Concentration(mM) % absorbedin60minutes

PhenOlred

Sulfanilicacid

Sulfaguanidine

PrDCainamide

Metoclopramide

Bromsulfophtbalein

P.A.M.

D-Tryptophan

A.C.D.B.

Qllinine

SulfisoxaE01e

Sulfanilamiae

Methyleneblue

Caffeine

LTryptophan

p-Aminobenzoicacid

lmipra皿ine

Sulfadimethoxine

Salicylicacid

1

1

1

1

l

1

0

0

0

ハU

1

1

1

nU

0

1

hU

l

(U

nU

0

0

0

0

O

1

5

1

1

0

0

0

1

5

0

1

0

2

ノヽ

■ヽノ

d

Ea

2

5

6

にU

4

5

7

1

1

2

5

6

2

7

0

2

7

5

∩コ

5

7

8

9

4

4

5

9

3

3

3

3

5
.

2

4

9

9

2

9

2

2

2

2

4

▲4
一

4

4

Ln

6

6

EU

亡U

7

7

P,A.M.,･pyridine-2laldo買主memethiDdide
A･C･D･B.;2-alyloxy-4-Chloro-N-(2-diethylaTninoethyl)benzamidehydrochloride
a)calculatedfrom形absorbedin30m王nllteS

に近い系であることが確認された｡

更に butyricacidの温度依存性について換討するために初過度を変えて吸収実験を行い.その結

果を Table3に示したOこれから明らかなようtt,低過度になるにつjlbutyricacidの吸収は漸次

増大する傾向がみられた｡叉,Na.freeのmanTlitol溶液では吸収が低下し,Na依存性の吸収機構も

一部関与していることが推察されるo

これらの結果に基づき,吸収実験中の脂肪酸の濃度変化を小さくするために,私流時間は主に初期

30分間とし,薬物吸収に及ぼす影響について検討を加えた｡

(6)
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TabJe3 htestinalAbsorptionofButyricAcid

形 absorbedin30minutes

Butyricacid10mM

30mM

50mM

50mMA)

75.9土7.9

69.1士5.8

57.3±4.7

40.7土4.0

a)Na-freemaTlnitolsolution

第3節 薬物の吸収に及ぼす影響

Table4は先に示した各種鵡物の腸管吸収に及ぼす butyricacidの辞蟹を示したものであるれ

sulfisoxazole,Salicylicacidなど pH6.5で負電荷を有する薬物では butyTicacidの併用により吸収

蜘制が,又 caffeine.Sulfanilamideなど非解離型で存在する薬物及び metoclopramide,qllinine,2-

allylo町-41Chloro-N-(2-diethylaminoethyl)benzamidehydrochloride(A.C.D.B.と略す) など並電

荷を有する薬物では吸収促進が認められたCそこで短鎖脂肪酸共存時に,これら薬物の吸収通産に介

在する支配的国子を明らかにするために,イオン解離状態の異なる sulfisoxazole,caffeine.metoclo-

pramideの3種の薬物を用い,以下詳細に換討した｡

(7)



Table4 EffectofButyTicAcidontheAbsorptionofDrugs
fromRatSmallIntestine

% absorbedin30minutes

Contro1 50mM Bu_tyTICacid

Sulfanilicadd

Sulfisoxazole

Sulfadimethoxine

Salicylicacid

Sulfaguanidine

Sulfanilamide

Caifeine

Metoclopramide

P.A.M.

Qllinine

A.C.nB.

Imipramine

2.9士1.3

30.7士2.5

58.5土3.6

66.3土4.9

3.6土0.9

28.6士2.7

46.gj=5.6

12.2±2.8

13.8±1.6

25.8士1.9

28.8土2.0

56.6土3.7

1.1±1.0

20.6土4.3

51.7士7.6

58.3士2.1

2.2土0.4

35.5土3.9

55.4土7.4

26.Oj=3.2

15.1士1.1

46.0土3.4

44.4土0.6

67.3士6.4
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　Fig・2は・’各極濃度のbutyric　acid併用による影響を示したものである。いずれの薬物でも

butyric　acid　10　mMでほ効果が弱く，高濃度になるにつれて強い効果が認められた。

　薬物吸収に及ぼす脂肪酸の効果としては，（1腸管腔内における脂肪酸と薬物との相互作用などによ

る物理化学的効果，②小腸の吸収膜面に対する効果，㈲小腸に対する生理的効果などが考えられる。

　そこで，まず溶液中での薬物一脂肪酸相互作用を検討するために，chl。r。for皿に対するsulfiSOxa

乞。1e，　caffeine，　me亡oc1。prarnideの分配係数を測定したところ，脂肪酸共存によって著明な変化は認

められなかった。又in　vitr。反転腸管への初期取り込みにおけるbutyric盆cidの影響についても検

討したが・ほとんど影響は認められなかった。従ってmet。clopramideの吸収の促進，　sulf量soxazole

の吸収の抑制は，小腸粘膜への分配過程において，単に薬物と脂肪酸とのイオン対形成などの相互作

用による吸収膜面への親和性増：大，あるいは膜面における薬物と脂肪酸との置換によるものではない

と理解される。

1・．O

0 20 40

Time（min）

60’　0　　　　　20

0．9

ε　o．8
田

峯

署。・7

膚

0．6

0．5

40 50

翻一 ●Cont＝01

050mM　Butyric　acid

Fig・3　Time　Course　of　the　Intestinal　Absorption　of　plugs

　　　with　or　wi亡hout　Butyric　Acid

　次に，脂肪酸の効果が吸収のどの段階に関与しているのかを知る目的で，suifisoxa301e，　metOdo

P「amideについて吸収の時間的経過を検討した。吝時月毎の薬物残存率の対数値がFig．3に示され

ている。対照では扇流液からの薬物消失が一次速度式に従うのに対して，butyric　acid共存時の薬物

吸収はいずれの場合も単純な一次速度式に従わず，butyric　acidによる吸収抑制，促進効＝果は，時間

と共に弱くなり対照に近づく曲線が得られた。又，小腸を50mM　butyric　acidにより30分間前処置

した後・薬物のみを含む試料溶液で吸収実験を行ったところ，薬物の吸収には顕著な影響が認められ

なかった。従って，前節で指摘した如く，butyric　acidの吸収速度が速いことを加味すると，薬物吸

収に対する効果は腸管腔内及び吸収膜面に，ある程度以上のbutyric　acidの存在することが必須で

あると考えられる。

　　第4節　薬物の吸収と水の移動との関連性

　短鎖脂肪酸の生理的効果として，小腸からの水の吸収促進が予測される。Parsons43｝はacetic　acid

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（9）



により結腸で水の吸収促進が起ること，Cs6kア，　Espositoら川・5｛｝はethyl　aceta亡eにより空腸で水，

Na，　glucoseの吸収が促進されること，又最近Schmittら53｝はヒトの空腸において，　butyric　acidの

吸収に伴い水，Naの吸収が促進されることを報告している。

　　そこで，吝極濃度のbutyric　acid併用1時の水の吸収最を三流液の三稜変化より測定した。結果は

Fig．4に示す如く，butアric　acid単独，薬物共存いずれの場合も，高濃度のbutyric　addにより水
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　　　　　　　　Intestinal　Absorption　of　Water

Fatty　ac量d Water亡ransferred
in　30　minuteS　（ml）

Control

Propionic　acid

Butyric　acid

Caproic　acid

Methy正butyrate
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　層“一

Butyric　acid（pretreatment）

But∬ic　aeid（Na－free　mannitol　solution）

3．2士1，6

10．4土2．8

7，2士2。0

9．2＝L2．0

5．6圭1．6

0．8土1．6

1．2土1．2

Conoentration　of　fa町aoids＝50　mM

　　　　　　　　　　　（10）



の吸収促進が認められた｡更に,Tab】e5から明らかなように,他の脂肪酸及びェステルであるme-

thylbutyrateによっても同様に水の吸収促進効果が認められた. しかし,Na-freeの溶液において

butyricacidは水の吸収促進効果を示さず,又30分間の butyricacid溶液前処置後でも水の吸収に

は彩壁が認められなかったOなお,連流実験に用いた脂肪酸溶液の浸透圧変化について検討するため

に,津流前及び30分間他流後の浸透圧を凝固点降下法によって測定したところ,両者には著明な差異

が認められず,脂肪酸の吸収に伴い浸透圧は変化しないものと考えられる｡

水の移動と薬物吸収の関係については,KitaEaWaら551によって一定の範囲内で直線的係の成立す

ることが明らかにさjlているOそこで3位の薬物について propionicacid,butyricacid,caproic

acid及び methy]bu亡yrate共存時における亜物吸収と水の移動との関係について換索した｡Fig.5は

SulfisoxaEOleの結果について示したものであるD 水の移動は,実験開始時と終了時の瀧洗液の容抵比

から算出したものであり,この借が1より大きい場合は水が分泌されたこと,1より小さい場合には

(
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Fig･5 Re1at王OnshipbetweenWaterTransferandSulfisDXaZOle

AbsorptiDnWithorwithoutShor卜ChainFattyAcids

水が吸収されたことを示している｡水の移動効果を表わす回帰直線は,リン酸緩衝液の浸透圧を等

張.2j:3等張,u2等張と変化させ,韮物のみを含む試料溶液を調製して吸収実験を行い,図中に点線で

示したo先に述べたように各種脂肪酸共存によって水の吸収促進が起るが,sulfisoxazoleでは回帰直

線から予測されるよりも吸収抑制が認められた｡しかし,metllylbutyrateの場合は,水の移動効果

に従って吸収が促進され,回帰直線とよく符合する結果が得られたO

一方,me亡oClopramideの場合には,Fig.6に示す如く脂肪酸添加によって水の移政効果から予測

されるよりも更に吸収が促進され,叉,methylbutyrateについては,sulfisoxazoleの場合と同様に

回帰直線上にのる促進効果が認められた｡匡伸 には表示しなかったが,壌神髄の小さい Na-freeの

mannitol溶液を用いて調製した試料溶液 (pH6.5)では,Tabk5に示したように 50mM butyric

(ll)
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acidを添加しても水の吸収には．促進が見られなかったが・metocl。pramideの吸収は顕著に促進され

た（対照：吸収率9．5±2・7・水の移動比しO3士0・02・50　mM　butγric　acid；吸収率28．6±2．1，水の

移動上ヒ0．98±0．04）o

　Fig・7は・P且6・5では非解離型で存在するcaffeineについて示したものであるが，水の移動に相

応して吸収が変化し・各極脂肪酸類共存によって回帰直線に従う促進効果が得られた。caffeineに見

られる吸収の変化は，脂肪酸による水の移動効果に基づいて説明することができると考えられる。

　Fig・5，　Fig・6・Fig・7の結果より・短鎖脂肪酸の効果としては，水の吸収促進による薬物吸収の

増加の他に・薬物の解離状態によって吸収促進・抑制効果の存在することが判明した。又，methyl

butyra亡eなどの脂肪酸エステルは膜面ではエステル型として存在し，上皮細胞内で脂肪酸に加水分

解されることが知られていることより，柑短鎖脂肪酸による水の吸収促進以外の効果は，主に膜表面

に存在する脂肪酸に起因するものと推察される。

　　第5節　静注薬物の腸管腔内への移行性に及ぼす影響

　Dob50nら56｝は羊の前回でのacetateの吸収に伴い，胃内のHCO3一が増しpHが上昇することを報

告している。本研究においては主にpH　6．5リン酸緩衝液を使用しており，実験後の脂肪酸灌流液の

pHの変動は約02　pH　unitの増：大が，又緩衝能の小さいmannl亡ol溶液で調製した場合約0．7pH

unitの増大が認められた。従って脂肪酸の吸収に伴い小腸粘膜近傍のpHは，相当上昇していると

考えられる。薬物吸収に及ぼす直鎖脂肪酸の効果がこのようなpH変化に起因する作用であるか否

か，あるいは脂肪酸が吸収膜面に直接作用し，膜の透過性を変化させ生じたものであるか否かを検討

するために，薬物静注後，腸管灌流山中に出現する薬物量の測定，いわゆるexsorption実験を行っ

た。
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sulfisoxaEOle(30mg),me亡oclopramide(8mg)をラット大腿静脈より静注後,腸管内を一回通過

した等張緩衝液,あるいは50mM butyricacid溶液中に出てくる薬物を経時的に測定し,その結果

を Fig.8に示したOこれから明らかなように,butyricacid溶液を流すと吸収抑制された Sulfiso-

Ⅹ㍊oleでは 巳ⅩSOrption速度の増大,叉吸収促進された metoclopTamideでは exsDrption速度の減少

が認められ,いずれの効果もbutyricacid溶液から通常の経術液に戻すと,exsofption適齢 ま対兜

のレベルに回復する可逆的な効果であったO吸収と exsorption における効果が相反することより,

butyricacidの効果は膜の透過性変化によるものではないと考えられる050mM lmtyricacid溶液

の代わりに pH7.5嬢衝液を用いて薬物の exsorptiDrl速度を検討したとこち,Fig.8と類似の現象

を認めた｡従って,脂肪酸の吸収に伴う小腸粘膜近捗の pH 上昇によって,血液側と管腔側の非解

離塑分子の比が,酸性薬物である Sulfisoxazoleでは増加,埴韮性斐物である metoclopramideでは

減少したために exsorption速度がそれぞれ促進,抑制されたものと考えられるOこれらは吸収実験

における劫向と符合する結果であり,短観脂肪故による水の移動以外の影響は,脂肪髄の吸収に伴う

pH の効果によって十分説明され得ることが判明した｡

第6野 考 喪

水溶性葦物の腸管吸収に及ぼす短鎖脂肪酸の影軌 こついて種々の検討を行ったC

薬物吸収に及ぼす各葡脂肪髄添加の効果は薬物の荷電状旗によって異なるが,methylblltyrateは

いずれの薬物に対しても吸収を促進すること,叉これら脂肪髄頻併用時には水の吸収が促進されるこ

と,一方薬物の exsorptionに対するblltyricacidの効果は吸収の場合とは相反することなどが明ら
かとなったOその結果,薬物吸収に及ぼす脂肪酸の効果は,吸収膜面に対する直接的Ii:透過性変化や

溶液中での薬物一脂肪酸相互作用などによるものではなく,脂肪酸の吸収に伴 う水の移動,漕流液

pH の増大などの生理的田子に起因することが判明したo Fig.9は,DDbsonら56)及び著者の知見に

基づき,妥当と考えられる短鎖脂肪酸の生理的効果を模式的に示したものである｡管膜に存在する脂

肪酸は2種の経路で非解離乱 解離型として吸収され,その結果 pH の増大,水の吸収促進が起

る｡すなわち,上皮細胞表面において脂肪髄は非解離型として受動拡散により吸収され,それに要す

Lunen Epithelialcell Capilhry

F垣.g SchematicRepresentationofPhysiologicalActior10f

Short-ChairlFattyAcidsintheIntestine

(14)



るH→’を補うため生じたHCO3一によって膜近傍のpHが上昇し，塩基性薬物では吸収促進が，酸性

薬物では吸収抑制が起り，一方，一部の解離型脂肪酸は能動輸送に類慨した系でNaと付随して吸収

され，水の移動が促進され，これに伴って薬物の吸収が変化したと考えられる。後者については，

Na無添加のmamゴtd溶液では脂肪酸の吸収が減少し，水の移動も認められなかったことからも立

証された。

第2章　歩詰脂肪酸の影響

　中鎖脂肪酸（C8－C、2）は，ココナツ油など一部の天然油脂構成脂肪酸であるが，丁丁脂肪の生理

学的特性とその臨床的応用に関する興味ある知見が多数報告されている。2n・22），57⊃手鎖脂肪の腸管に

おける消化，吸収ほ，珊珊の場合と同様にきわめてすぐれており，胆汁，膵リパーゼの欠乏状態でも

加水分解され吸収されること，一部は加水分解を受けずにトリグリセリドのまま小腸上皮細胞内に取

り込まれ得ること，上皮細胞内における転送機序が長鎖脂肪酸とは異なり，：大部分遊離脂肪酸として

門脈系に移行することなどが明らかにされている。これらの基礎的知見に基づいて，膵，胆汁分泌障

害や他の消化器系疾患々者にみられる脂肪吸収不全の治療や栄養改善を目的として，臨床的にも中鎖

脂肪の投与が注目され，又その製剤化もなされている。

　本章において1門中鎖脂肪酸のうちで最も良く知られているcaprylic　acidを選び，薬物吸収に対

する影響を検討し，短鎖脂肪酸との異同について考察した結果を述べる。

　　第1節　薬物の吸収に及ぼす影響

　caprylic　acidは比較的よく水に溶解し，腸管からの吸収は短鎖脂肪酸と同様にきわめて速やかで，

又飽和現象なども認められることが知られている。50｝・51），58）そこでcaprylic　acidは水溶液として併用

し，前章と同様に薬物吸収に及ぼす影響について検索した。

　Table　6は・各種薬物の吸収に対する30　mM　caprylic　acidの影響を示したものである。酸性薬物

のsulfisoxa301e，　p－aminobenzoic　acidでは有意な影響は見られず，中性薬物のcaffeine，塩基性薬

物であるmetoclopramide，八C．D．B．では吸収促進効果が認められた。更にsulfisoxazde，　caffeiRe，

metoclopramideを選びcaprylic　acidの濃度依存性について検討し，その結果をFig．10に示す。

Table　6　Effect　of　Caprylic　Acid　on　the　Intestinal　Absorption　of　Drugs

％absorbed　in　30　minutes
Drug

Contro1 30mLM　CapryIic　acid

Su工fisoxa乞ole

p－Aminobenzo王。　acid

Sulfaguanidine

Caffeille

Metoclopramide

A．C．D．B，　　　　　　’

28，8±2．8

58．3＝ヒ5．7

5．2士0．1

46．9＝』：5．2

16．1±3．3

34．2土3．6

32．7士0．8

56，5士3．9

3．8士0．6

59．2圭2．3

31．6：ヒ2．1

51．4：ヒ5．1
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sulfis。xaz。leを除いて，　caffei五e，　metodopramideでは脂肪酸濃度が高くなるにつれて大きな吸収促

進効果が麟枇．・・p坦i…idの溶殿の関係上・更隔灘1・つ！・ては検討する・とができな

かった。

　甲線脂肪酸は，短鎖脂肪酸に比べ疎水基が大きいため界面活性作用を有すると予想されるが・Cam－

p圃ら…の報告に蜂と，そのq皿・，は・。di・m　cap・y1・t・360　mM…di・m　deca・。…98　mM・

sodiu皿laurate　25皿Mである。従って本研究で使用した濃度範囲では，薬物のミセルとの相亙作用

は無視し得るものと考えられる。

　caprylic　acidの小腸に対する生理的作用として，短鎖脂肪酸と同様に水の吸収促進及び灌流実験

後の灌流液pHの上昇する傾向が認められた。　Fig．11は水の吸収量を示したものである。capryli　c

acia濃度に従い水の吸収量が漸次増加してい．るが，　caprylic　acidではbut】πic　addの場合に比し
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　　　　Sヲmbols　are　the　5ame　as　in　Fig、12．

幾分水の吸収量が大きいと考えられる。又，30分間のcaprylic　acidの吸収は，　SaUeeら，5。｝Nauper£

ら51）の報告と同様に短骨脂肪酸に比べ若干大きな値が得られた（20mM　caPfylic　acidの吸収率，

77．9士1を7）o

　次に水の移動と薬物吸収との関係について検討を加えた。Fig．12，　Fig．13，　Fig．14はそれぞれ

sulfisoxazole，　metodopr鋤ide，　caffe三aeについて示したものである。点線は前章で述べた如く，薬物

吸収に対する水の移動効果を示す回帰直線である。caprylic　ac｛dの併用時には，　sulfisoxaz。leでは水

の移動効果から予測されるよりも吸収が抑制され，metoclopram圭deでは吸収が促進され、一方，

caffeineではほぼ圏帰直線に従う効果が認められた。　sulfisoxazoleの吸収は短鎖脂肪酸共葎によって

抑制されたが，caprylic　addでは水の移動から予想されるよりも抑制されたものの顕著な効果では

なく，．いずれの脂肪酸濃度においても対照と同程度（ウ吸収率が得られた。

　そこでcaprylic　acidの吸収膜面に対する透過性変化などの作用を吟味する目的で，30　mM　caprylic

acidで小腸を30分間前処置後，　su狂isoxazoleの吸収について検討した。しかし，緩衝液のみで前処

置した場合に比べ吸収率及び水の移動比に有意な変化は認められなかった。

　界面活性剤は小腸粘膜に作用し，その透過性を変化させることは周知の事実であるが，反転腸管を

界面活性剤溶液でインキュベートした時，粘膜側溶液中のタンパク量は対照に比べ増大することが報

告されている。60｝そこで更に，caprylic　acidによる小腸粘膜への直接作用を定量的に検討するため

に，30mM　caprylic　acid溶液で灌流した後，回収液中に出現するタンパク量を測定し，緩衝液の場

合のそれと比較したが有意な差異は認められなかった（対照：10．5±3，3，caprylic　acid：9．5土O，3）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（18）



従って本実験条件では，capry1｛c　acidの吸収膜面に対する作用の寄与は少ないものと考えられる。

　以上の結果より，caprylic　acid共存時に見られる薬物吸収の変化は，飯店脂肪酸の場合と同様に

水の吸収促進及び灌流転PRの上昇に起因する効果であると推察される。

　　第2節　静注薬物の腸管腔内への移行性に及ぼす影響

　薬物吸収に及ぼすcaprylic　acidの効果を更に究明するために，次にexsorptionの実験を行っ

た。Fig．工5はsulfiSOxazole，　metodopramideを静注後，腸管内を一回通過した灌胆液中に出現する

薬物量を経時的に測定し，その結果を示したものである。caprylic　ac量d溶液を流すと，吸収には

顕著な影響が認あられなかったsuIfisoxazoleでは，　exsorpdon速度が増大し，又吸収促進された

metoc1opramideではexsorpti。n速度が減少した。更に，これらの変化はcapryhc　ac三dを除くと対照
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Effec亡of　Caprylic　Acid　on　the　Exsorption　of　Drugs　to　Rat　Small王ntestine

のレベルに回復する可逆的な劾果であった。exs。rption速度が増大する要因の一つに，脂肪酸の吸収

に伴う血中脂肪酸の増加によって，血漿タンパク結合した薬物の置換が生じ，非結合型薬物濃度が増

大することが考えられる。しかし，脂肪酸の分布容量は大きく，血中消失半減期が非常に速いこと61，・

52｝及び薬物タンパク結合の置換を起し得る血中脂肪酸濃度は2mM以上であるというRudmanら63〕

の知見を考慮すると，血中脂肪酸のeXSOrpti面への影響は少ないものと思われる。又，別の要因と

して，capryl三。　acidによる小腸粘膜透過性変化の可能性もあるが，前処置によって薬物吸収に変化

が認められなかったこと，灌流液中に出現するタンパク：量はジ脂肪酸添加によって影響されなかった

こと，吸収とexsorptio亘の実験結果が相反する薬物も存在したこと，などより藁物の吸収に対して

この寄一与の少ないことが示唆される。

　従って，exsorptionに見るcapryllc　acidの効果は，短鎖脂肪酸の場合に指摘した如く，脂肪酸の

吸収に伴う小腸粘膜近傍のpH上昇によって，酸性薬物であるsulfisoxazoleではexsorption速度

　　　　　　　　　　　　　　　　　ノの増大，塩墨性薬物であるme亡oclopramideでは減少が生じたものと推察される。

（19）



第 3辞 考 察

中鎖脂肪酸として caprylicacidを選び,非物吸収に及ぼす離 別こついて検討した捨象 酸性薬物

である SulfisoxaEOleの吸収は著明な変化を示さなかったが,中性炎物の caffeine,塩基性薬物の

metoclopramideなどでは吸収の促進を認めたO水の吸収tX･の測定,前処置,越流液中のタンパク丑

の測定,巳ⅩSOrPtion実験結果などに基づき,caprylicacidの効果は,小股の吸収膜面に対する透過

性変化などの作用に起因するのではなく,短鎖脂肪酸類の場合とほぼ同掛 こ,水の移動.pH 変化な

どの生理的懐作によって尭物吸収に詳坪を与えることが判明したO

第3章 長鎖脂肪酸の影響

長鎖脂肪は,腸管内で僻 リパ-ゼ及び胆汁酸の作Jl沌 受けると共に.Jj削16憩-モノグリセリドー胆

汁酸から成る混合ミセルを形成し,小腸上部から脂肪牡,モノグリセリドのみが上皮細胞内に吸収さ

れるC.

薬物吸掛 こ及ぼす胆汁酸塩の形坪については,既に Gibaldiら,29)1{akemiら3D'によって詳細 に検

討されているれ 脂肪摂取時に脇管腔内で生ずる脂肪酸やモノダ.)セリド並びに分泌されるjia汁酸塩

等の挙動と関適して,薬物吸収を考察した研究は数少ない.Levyらは lauricacid,Oleicacidが金

魚の Secobarbitalの吸収を促進するが,6･l)ラット腸管からの薬物吸収には好智Lli:いことを,65-Feld-

manら66)は sodium taurodeoxycholateによる反転腸管の salicylateに封する透過性増大効果が,

脂肪分解産物の添加によって減少することを報告している｡

本章においては,種々の脂肪髄叛を sodiumtaurocholateで可溶化し,薬物吸収に及ぼすそれらの

影替,並びに関与する支配的園子を究明するために種々の換討を行ったn

第1節 薬物の吸収に及ぼす影響

物理化学的性質の異なる各種薬物の腸管吸収に対 して,sodium taurocholate単独,あるいは,

Table7 EffectofSodium TaurOCholate(STC)andO】eicAcid(OA)

OnthelntestillalAbsorptionofDrugs

Drug P･C･a) Contro1 20mM STC 2.06mmMMS.TE

ProCainamide

Metoclopramide

A.CD.B.

SulfisoxaZ;Ole

Sulfanilamide

p-Aminobenzoicacid

SJfadimetllOXine

0.04 9.6士1.5 15.8士2.0

2.8 24.4士2.7 25.7士2.3

430 43.1士2.8 42.3土1.4

0.11 43.5j=6.0 40.6土6.7b)

0.03 43.6土5.0 39.5土3.0

0.03 69.2土5.白 73.1土4.6b)

11 72.5士4.8 72.6土2.8

15.7土1.8

23,2土0.9

27.4±2.6

48.2土8.4bl

39.4土2.0

70.9±1.6b)

61.9土2.9

a)CtiClrtO-PH6.5phosphatebufferpartitiozICOefficients
b)concentrationofsoditlTrLtaurOCholate-10mM

(20)



oleic　acidをsodium　taurocho工ateで可溶化して併用したII寺の薬物吸収挙動の変化について検討し，

その結果をTable　7に示した。又・各薬物のch10roformに対する分配係数も表中に付記した。難

吸収性のprocainamideではsodium　taur。cholateにより吸収は促進され，61nM　oleic　acidが共

存しても同様の効果が認められた。一方，脂溶性の高いA．C，D．B，　sulfadimethoxineは対照に比べ

sodium　taurocholateでは顕著な影響は認められなかうたが，　oieic　acid共存により吸収が抑制され

た。sulfisoxa且。1e・エnetoclopranlide，　sulfanilam量de，　P－aminoben20ic　acidで1ま，これらの添加物によ

って顕著な効果はなかった。

　Amm。nら・6！）GaglneUaら58）｛ま・hydroxyl基を有するricinoleic　acld（castor　oilの有効成分）な

どの長吟脂肪酸によって，腸管からの水の吸収が抑制され，分泌が促進されることを報告している。

しかし，本研究の実験条件下では，脂肪酸によって顕著な水の移動効果は認められなかった。

　胆汁酸塩に関しては，C．m．C、以上の濃度においてミセルを形成し，更に脂肪酸やモノグリーセリドと

共に会合してサイズの大きい混合ミセルを形成すること凱互9，又，小腸粘膜の透過性を充進ずること

29）・30⊃などが知られている。律って，薬物の吸収過程に関与するoleic　ac五d－sodium　taurocholate系

の効果としては（1）小腸の吸収膜面に対する直接作用と，｛2）ミセル複合体形成による有効薬物濃度の低

下などの因子が考えられる。

　そこでまず，6mM　oleic；acid－20　mM　sodium　taurochdate溶液を用い30分間小腸を前処置した

後，薬物吸収実験を行った。その結果をFig．16に示す。　pr。cainamideでは前処置によって吸収促

進が認められ，Table　7に示した共存の場合と同じ効果であった。しかしゴAC．D．B．では共存の場

合のような抑制は認められず，脂肪酸可溶化系においてはAC．D．B．のミセル相互作用の可能性が示

唆される。

　薬物吸収における混合ミセル形成の影響を明確ダするた．めに，薬物とsodium　taurocholate，01eic
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Tab一e8 MicellarlnteractiDnSOfDrugs

Ratiooftotaltofreefraction

ContTO1 20mM STC 20mM STC+6mM OA

ハU

0

0

nU
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0

0
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1
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1

acidとの相互作用を Ashworthら69)の分子節法に準拠して測定したoTable8は,薬物のミセル中-

移行する割合を示したものである｡これから明らかなように,脂溶性の高い A.C.n B.は sodium

taurocholate-oleicaeid系において強いミセル相互作用を示し,腸管吸収の動向と符合する結果が

得られた｡脂溶性の低い酸性薬物では,ミセル相互作用は無視し得るが,pH6.5で正に荷電する塩

基性薬物の場合,ミセル内部に包含されなくても負電荷を有する混合 ミセ]L/に対し,イオン的な相互

作用の介在が予想され,Table5に示されたinvitro実験結果もそれを反映していると考えられる｡

これらの結果より,脂肪酸可溶化系からの薬物吸収の動態には,薬物自体の吸収性及び物理化学的

性状によって多様な効果の認められることが明らかとなったo以下,難吸収性薬物として procain-

amide,脂溶性薬物として A.C.D且 を選び更に検討した｡

第2節 Procainarnideに対する効果

胆汁酸塩は,小腹吸収膜面の Caの脱離や膜成分の可溶化などの作用により,難吸収性薬物の吸収

を促進することが明らかにされている.291･3mそこで次に,難吸収性薬物である procainamideの吸収

に及ぼす脂肪酸可溶化系の影響について,脂肪酸の廼産に注目して換討を加えた｡Irablegは,so-

diumtauTOCbdateに種々の畳の oleicacidを添加した時の効果を示したものである｡procainamide

の吸収は20mM sodiumtaurocholateによって促進され,6mM,12mM oleicacidの添加によっ

Tableg EffectofSodium Taurocholate(STC)andOleicAcid

ontheIntestinalAbsorptionofProcainamide

Adjuvant %absorbedin60minutes

Con打Pl

STC

9.6土1.5

15.8土2.0

STC十 6mM Oleicacid 15.7士1.8

STC十12mM Oleicacid 17.3士2.3

STC+18mM O】eicacid 10.5土2.2

ConCentfationtIfsodiumtauTOCllOlate-20mM

(22)



ても促進効果が認められた。しかし，18mMのoleic　acid共存ではs。dium　taumch。1ateの吸収促

進効果は認冶られず・対照の吸収値に戻った。Feldmanら巳6》はリン脂質や脂肪分解産物を添加した

s。dium　taurode。xychola亡e溶液では，小腸の膜成分を可溶化するミセルの能力が減少するために，

salicylateに対する反転腸管の透過性は増大しないと報告している。Table　9の結果のみからは吸収

機序について論議し得ないが・高濃度の脂肪酸添加時に見られたproca三namideの吸収低下は，胆汁

酸塩の吸収膜面に対する直接作用の減少に起因するものと推察される。

　　第3節　A．C．D．B．に対する効果

　脂溶性の高いA・CJ〕・B・では・脂肪三一胆汁酸混合ミセル中の塩物農度が増加し遊離薬物濃度が減

少したために，対照に比し脂肪酸可溶化系からの吸収が著明に低下したことを第1節において指摘し

たが・これを更に確証するために各種脂肪酸，。leyl　alcohol，　monoleinを用い比較検討した。　Fig．17

は・1auric　acid・palmitic　acid・oleic　acid添加時の吸収，並びにその時の薬物ミセル相互作用を対

応させ表示したものである。脂肪酸の溶解度の関係上，各々O．5mMを20血M　s。dium　taur。ch。late

で可溶化して併用した。炭素数の違いによる有意な差異は見られなかったが，いずれもsodium

taurocholate単独に比べAC．D，Bのミセル中への取り込みが増加し，腸管吸収の有意な抑制が認め

られた。
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〃　十〇．5mM　Lauric　acld
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　　％absorbed　in　60　min
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Fig・17　Effect　of　Various　FattアAc三ds　with　Sodium　Taurocholate（STC）on　the

　　　　Intestinal　Absorption　of　A．C．D，B．　and　Their　Micellar　Complex　Forma亡ion

　　　　　　　　　　　　コ　脂肪Q吸収時に腸管内で存在する脂肪酸，モノグリセリド，胆汁酸塩の挙動と関連して，A．C．D．B．

に対する効果を考察する目的で，olεic　acid，01eyl　alcohol，　monoleiロをsodiu皿taurocholateで可

溶化して併用し，A．C．D、B．の吸収及びミセル相互作用の動向について比較検討したのがFig．18であ

る。。leic　acidを共存させると，対照，　sodium　taurocholate単独に比しA．C．DB．のミセル相互作

用が著しく増大し，又顕著な吸収の抽制を認めた。脂肪の吸収過程に存在するモノグリセリドは，胆

汁酸ミセルの可溶化力を増大させることが知られている。・8｝・19〕そこでoleic　acid，　monolein共存の影

響忙ついて検討した．ところ，A．C．D．B．のミセル相互作用は01eic　acid単独に比べ若干増大したが，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（23）
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　Fig－8

0
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E丘ect　of　Olelc　Acid，0王eyl　Alcohol，　and　Monolein　with　S。dium

Taumcholate（STC）on　the　Intestinal　Absorption　of　ACJ〕．B．　and

Their　MiceUar　Complex　Formation

腸管からの吸収はoleic　acid単独の場合ほど抑制され得なかった。このin　vitroとin　vivoの相違

としては，腸管内におけるミセルの安定性を考慮する必要がある。

　長野脂肪の吸収機序としては，腸管腔内に存在する混合ミセルのうち，脂肪酸，モノグリセリドの

みが小腸粘膜内に移行し，上皮細胞内で脂肪酸とモノグリセリドからトリグリセリドに再合成される

ことが知られていることより，モノグリセリドが共存する時には脂肪酸の吸収も速やかで，腸管腔内

に存在するミセルが経時的に：不安定になったものと推論される。従って，静的なin　vitr。ミセル相

互作用の結果から予想されるよりも，吸収抑制効果の減少が生じたと考えられる。一方，。leyl　alc。一

h。工の場合には，それ自身吸収が悪いので先のような現象は認められず，八CD．B．の吸収はミセル相

互作用とよく符合する結果が得られた。又，01eic　acidに比べoleyl　alc。h。1ではA．C．D．B．のミセル

相亙作用が小さいが，これには第1節で言及したように混合ミセルの電気的性質も関与している可能

性が示唆される。

　　第4節　考　　　　察

　長鎖脂肪酸，閉鎖アル’コール，モノグリセリドを・so4ium　tauroch。lateで可溶化して併用し，腸管

からの薬物吸収の動態に及ぼすそれらの影響について検討した。

　難吸収性のprocai且amideの吸収はsodium　taurocholateによって促進され，これに高濃度の脂肪

酸を添加すると対照のレベルに回復することが判明した。これは多量の脂肪酸を可溶化したsodium

taurocholate溶液では，吸収膜面に対する作用が緩和されたものと推察される。

　脂溶性の高いA；αD丑は，sodiuロ1　taurochdate単独1ごよっては影響が二二られなかったが，脂

肪酸可溶化溶液からの吸収は箸明に低下した。又，脂肪酸可溶化溶液で腸管腔を前処置しても抑制効

果は認あられなかった。分子節法によるミセル相互作用の検討から，脂肪酸，モノグリセリドを添加

した時，ACD．B，のミセル中への取り込みが顕著に増大することが明らかとなった。従ゲ・脂溶性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（24）



の高い薬物は，巨大混合ミセル中への薬物の移行増加に伴い，有効薬物濃度が低下するために，吸収

が抑制されるものと説明することができた。脂肪酸可溶化系の効果は，脂肪酸及び胆汁酸塩の吸収や

混合ミセルの電気的性質にも密接に関連していることが示唆されたが，ここに示した結果からは直ち

に定量的関係について言及することはできない。

、

♂

（25）



第五編　薬物の消化管吸収に及ぼす食：餌性脂質の影響

　薬物吸収に及ぼす脂肪酸類の影響について究明するために，第1編において各種脂肪酸類を水溶液

あるいは胆汁酸塩による可溶化溶液として併用投与した際の薬物吸収の動向，及びその過程に介在す

る諸因子を指摘し作用機序について論述した・医薬品の投与計画やbioavailabilityの評価など薬剤学

的諸問題に基礎的指針を与えるためには，更に，より生理的状態に近い系における脂質投与の影響に

ついて検討することが重要である・本編では，食餌に由来する脂質の影響について考察するために，

脂質を胃内に1回投与，あるいは無脂肪食を一定期間連続投与したラット腸管からの薬物吸収につい

て検討を加えた。

　薬物吸収に対する脂肪及び脂肪酸の生物学的効果としては，ω胃滞留時間の遅延作用，（2）胆汁酸塩

との混合ミセル形成による管腔内の作用，（3）小腸brush　border及び上皮細胞内の変化による透過性

に対する作用、（4）小腸の生理的機能に対する作用，などに起因するものが考えられる。従来の研究

は，経□投与した薬物の血中あるいはリンパ中濃度を指標として評価したものが多く，しかも上述の

因子が総括された効果を議論したものである。帥著者は系を箇略化するために，（1＞（2）を除外し得る実

験条件を設定し，in　5itu下流法及びループ法により種々の吸収性を示す薬物の腸管吸収について検

討した。

第1章脂肪酸類胃内前投与の影響

　長鎖脂肪の消化，吸収に伴う消化管腔内の挙動については既に述べたが，小腸brush　borderや上

皮細胞内における生化学的，形態学的な変化についても多岐にわたる詳細な検討がなされている。

Forstnerら7。）はsa田ower　oilの胃内投与によりmicrovi皿us　membrane脂質の脂肪酸組成が変化す

ること，Borgstr6m，71）Raghavanら721は投与した脂肪酸が小腸粘膜のリン脂質中に組み込まれ得るこ

と，FriedmaRら73｝は脂肪の吸収時に上皮細胞の滑面小胞体が増加すること，又，最近Ocknerら74）

は脂肪酸の上皮細胞内移行に脂肪酸結合タンパクが関与しているこ・とを報告している。脂肪吸収の形

態学的研究については，Strauss75｝による総説がある。これら脂肪吸収時の小腸粘膜に見られる変化

は，薬物吸収に対しても何らかの影響をもたらすものと考えられるが，詳細に検討した例は少なく未

知の点が多い。

　そこで脂肪あるいは脂肪酸を胃内に1回投与し，一定時間後に薬物吸収実験を行った。モデル薬物

としては，水溶性薬物の他に，水溶性色素及び小腸で能動輸送されるL－tryptophanを選び，脂質投

与に伴う小腸粘膜変化の影響について薬物の吸収特性と対応させ，系統的に検討を加えた。

　　第1節　薬物の吸収に及ぼす影響

　薬物吸収において，食餌に由来する脂質の消化管粘膜に対する影響を明らかにし，その支配的要因

を究明するために，脂肪酸類の胃内前投与による効果についで検索した。薬物吸収実験は15～18時間

絶食したラットを用い，経ロゾンデで液状の脂肪，脂肪酸を1m1胃内に前投与し，3時間後に腸管

内を約601nlの生理食塩水で洗浄し，　in　situ小腸連続底流法あるいはループ法により行った。吸収

率は回収液の薬物誠少量から算出した。
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丁ab　le　10　Effect　of　Pre－administered：Linoleic　Acid　and　Safflower

　　　　　Oil　on　the　Intestinal　Absorption　of　Drugs

Drug Conc（血M）
％absorbed　in　60現in

ContrO1 Lipid

．PerfusiOn

　Phenol　red

　Procainamide

　Metoclopramide

　BromSulfOphthI蝦ein

　A，C．D．B．

　Methylene　blue

　Caffeine

　p－Aminobenzoic　acid

LOOP

　Phenol　red

．Bromphenol　blue

　Evans　blue

Br。msulfophthalein

Methylene　blue

0．1

’O．1

．O．1

0．1

1．0

0．1

1．0

0．1

5．0

5．0

5．O

5．0

5．0

5．2士0．2

9．6±工．5

19．5土　1，7

24．5士　2．2

49．7±　3．5

55．2圭1．3

62，7圭　2。5

64．3±10，9

12．8土　3．6

14．8±　3．3

15．5±　2．1

30．6±3．7

74．2±1．4

3．3±2．6（S）

8．0±0．4（：L）

28．5：上3．9　（L）

13．8＝ヒ3．2（S）

4＆3土6．0（S）

57．3圭6．4　（S．）

64．7±2．3（L）

65．5±2．4（L）

12．O土0．3（S）

12．6＝』2、5　（王，）

5．0圭1．5（L）
10．6土ユ．4（S）

17．3＝と4．5（L）

20．3±41（S）

65．8：」0．8（：L）

70．O±3。8（S）

（L）：　Lino】eic　ac至d　　　　（S）：Safflower　oi1

　Table　IOはsafflower　oilあるいはその主要な構成脂肪酸である1inolelc　acidを投与した後，各種

薬物の腸管からの吸収について灌流法，ループ法により測定した結果を示したものである。水溶性薬

物ではmetoclopramideで多少促進効果巻認めた以外は，顕著な影響は見られなかった。水溶性色素

の内・bromsulfophth田ein，　evans　blue．などではsaff】ower　oil，　linole玉。　acidの投与によって著しく

吸収が抑制された。正電荷を有するmethylene　blueでは著明な影鞭は認められなかった。

　次に・薬物の小腸粘膜への初期取り込みについてin　vitrOで検討した。．　Fig．19は反転腸管への初

期10分間の薬物取り込みに及ぼす脂質前投与の影響について示したものである。易吸収性のP－amin。一

benz。ic　acid，　sulfisoxazoleでは，靭期取り込みにおいて減少が見られたが，吸収実験において抑制

効果が認あられたbromsulfophthaleinなどの色素で．は，小腸粘膜への取り込みがむしろ促進される

傾向を認めた。

　脂質の前投与が薬物の腸管吸収に影響を及ぼす要因としては，ω小腸粘膜表面に吸着した脂肪ある

いは脂肪酸によるbarrierの形成，（2）小腸上皮細胞内に負荷された脂肪酸による薬物移行性の変化，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（27）
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Fig．　ig　Effect　of　Pre－administered　Lipids　oR　the　Uptake　of　Drugs

　　　　into　the　Everted　Intestine

（3）小腸に対する生理的作用などが考えられる。脂溶性は低いが小腸粘膜への分配が容易であるため

に，腸管からの吸収性が良好であるp－aminobenz。ic　acidでは，〔Dの効果により膜への分配過程が

抑制されたことが推測される。しかし，第2節で述べるように，小腸粘膜中に多く蓄租されるbrom一

．sulf。phthaleinなどの水溶性色素では，小腸への取り込みの抑制は認められず，ωの効果に起因して

吸収が変化したものと推察された．。

　　第2節Brolnsulfophthaleinに対する劾果

　前節で指摘したように，broms田fophthaleinは脂肪酸類の前投与によって小腸粘膜への取り込みは

若干増加したが，60分間の吸収率には抑制が認められた。．脂質投与時に見られるbromsulfophtha工ein

の腸管吸収の動態を解析するために，更［に，種々の脂質の効果，小腸組織の蓄積性，循環系への移行
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性などについて検討を加えた。なお，吸収実験はすべてin　situループ法により行った。

　まず実験条件の設定とレて，脂質投与後の時間の影響について検討するために，sa田OWe，。H及び

1inoleic　acidを胃内に投与し，種々の時間における・brom5ulf。phthale三nの吸収を測定した。結果は

F量＆2Gに示す・・af且。w・・。孟1灘・1・ic　a・idいずれの場合三面31醐で最も糊鰍収の掬制力・認

められ・以御糊と共にこの効果蹴少し8時間ではかなりの就働・認めらオ・た．又この図から，脂

肪酸の方がトリグ！セリドよりも抑制効果が顕著であると考えられる。投与した脂質の腸管内残存量

の経時的変化について定量的には検討しなかったが・bromsulfophthaleinに対する吸収抑制効果は，

長鎖脂肪酸の腸粘膜内残存量と相関していると考えられ，以下の実験は脂質胃内投与3時間で行っ

た。

　Table工1はbr。msu廷oph出aieinの吸収に対する種々の脂質投与の影響を比較検討したものであ

る。safflower　oi1及びその主要構成脂肪酸であるlinoleic　acid投与によりbromsulfophtha［einの吸

収が抑制され・又・・i。1・i・，・1・i・a・idによ・ても同様に抑制効果が認められた．一方，。1。y1。1。。h。1

や中鎖脂肪酸であるcaprylic　acidでは顕著な影響が認められなかった。従ってbτ。ms磁ophthalei11

に対する吸収抑制効果は，小腸粘膜に存在する長生脂肪酸に起因するものと考えられる。

　次にbr。msulfophthaleinの濃摩依存性について検討した。その結果は：Fig21に示す。これから

明らかなように・冬濃度とも1inoleic　acid投与により吸収が抑制されたが，低濃度においては抑制

率が一層顕著であることがわかる。

　bromsulf。phthaleinの吸収に対する三二脂肪酸の効果としては，小腸粘膜表面た吸着している脂肪

酸よりも・むしろ上皮細胞内部に存在する脂肪酸によって，bromsuHophthaleinの移行性が抑制され

ている可能性の強いことを第1節で言及した・そこで次にbr。msulfophthalein吸収の時間経過及び

実験後の組織中br。msulf。phtha瞳n蓄積量について検討を試みた。　Fig．22は5mM　br。msulf。pHtha．

leinの管腔内残存率及び吸収実験後の組織中蓄積率を示したものである。対照では初期の消失が速

く，更に飽和現象の認～6られるパターンが得られた。一方，脂質投与の場合には5分，15分では対照

Table　l　l　Effect　of　Pre－administration　of　Various　Lipids　on

　　　　　the　Intest三nal　Absorption　of　Bro血su珪ophthalein

Lipid ％　absorbed　in　60　血inutes

ControI

SafflOWe正oil．

Linoleic　acid

Triolein

Oleic　acid

Caprylic　acid

Oleyl　alcoho1

32．1士0．9

20，9土1．3

17．0圭1．4

22．4±2．3

21．3土169

3！，0土1．4

30．3±：0．6

Concentration　of　bromsulfophthalein＝5　mM

　　　　　　　（29）
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と有意な差異がなかったが，30分以後では吸収抑制が認められた。同様に，組織内蓄積量は，対照に

比し脂質投与によって抑制が認められ，特に30分，60分においてその傾向が顕著であった。従って，

bromsulfophthaleinの管腔からの消失の抑制は，主として組織内蓄積量の減少によるものと考えられ

るが，Fig，19で示したように，反転腸管への初期取り込みには抑制が認められなかったことをも考

慮すると，脂肪酸類によるこれらの効果は，bromsu旺ophthaleinの腸粘膜表面への分配過程よりも，

むしろ上皮細胞内での移行過程に関与するものと推察される。なお，Fig．22の結果から明らかなよ

うに，管腔からの消失より算出した吸収率と組織内蓄積率との差を循環系への移行量とすると，この

値は対照に比べ脂質投与によって促進される傾向が認みられた。之の点に関しては，小腸に投与した

br。msulfophthaleinの胆汁中出現量の結果と併せ，後で考察を加える．。

　次にbromSu耳ophthaleinのi且vitro反転腸管への取り込みの時間経過についても検討し，その結

果をFig，23に示した。1in。工eic　acidによって初期では若干取り込みの促進が認められたが，60分後

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（30）
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では insitu吸収実験結果と同様に有意に抑制されたo

Afiasら76)は肝細胞内に bromsulfophtba王einなどの有鞄陰イオン類と非常によく結合するタンパク

(Y,Z)が存在し,又,Z-タンパクは小腸粘膜にも存在することを明 らかにしたo更に,Z-タンパク

は長捌 旨肪酸に対しても強い親和牡を有することを報告 している077'Ocknerら74'は吸収された脂肪

酸の上皮細胞内移行において,脂肪酸鈷合タンパク(Z-タンパクと同一)が重要な役割を異してい

ることについて詳細に換討を試みているOこれらの知見より,bromsulfoph=haleinの吸収及び小腸粘

膜内寄掛 こは何らかの細胞質タンパクとの結合過程が介在しており,存在する脂肪酸がこの段階で抑

制的に働いていると考えられるO

Normal Cyc]oheximide
treated

Normal Cycloheximide
treated

Fig.24 EffectofCycloheximide'TreatmentonBromsulfophthalein
AbSOrptionandAccumu如ion

(31)



そこで次に.タンパク合成阻害剤である cycloheximide処理の辞掛 こついて検討を加えた｡cyclo-

heximideはタンパク合成を阻害し,上皮細胞内におけるキロミクロン形成を妨げ,脂肪の吸収不良

を担すことや,78)能動輸送される一部の栄養物質の吸収抑制を示す こと791,80)が知られている｡Fig.

24は0.6mg/kgのcycloheximide腹膜内投与2時間後にsamoweroil,1inoleicacidを国内授与し,

同様に吸収実験を行い吸収荘及び組織内蕃駐鼓について検討したものであるo先の実験結果における

対照の値を1とし,それに対する比でそれぞれ示してあるO正常の場合,吸収並びに粗放内蓄積は

saLfloweroil,1inoleicacid投与によって顕著に抑制されたo更に,cycloheximide処理を行うと,

対照における吸収及び番軽塵の比はそれぞれ0.65,0.60となり,正常の場合に比L,著明Ii:抑制が認め

られた.一方,cydoheEimide処理後における saffloweroil,linoleicacidの抑制効果は,吸収,葛

殻共に正常の場合に認められたほど密書ではなかった｡これらの籍果並びに Arias,Ockner らの知

見を考え併せると,bromsulfophthaleinの吸収及び脂肪酸類による効果には,細胞質タンパクとの結

合過程の介在していることが示唆される｡

Fig.22で述べたように,吸収率から組織内菩故率を差引いて得られた循環系への移行畳には,脂

肪髄類の投与によって促進的傾向が認められたoこの現象について更に確証するために,ラットの胆

管にカテーテルを挿入後 bromsulfophthaleinの吸収実験を行い,その胆汁中出現現を馳走した｡循

環系に移行した bromSulfophthalein は速やかに膿汁排誰されることが知られており,腸管吸収を換

討するために胞汁排雅丑を測定し吸収の括榛とした報告もあるoAl'Fig.25は小脇に投与した brom-

Sulfophthaleinの胆汁中背行監 について換討し, これに封する脂質前投与の題哲を示したものであ

る｡脂肪敢類の前投与により bromsdfophtbalein の胆汁排池亀は有意に増大することが確認され,I

この結果は Fig.22から算出した循環系への移行性とよく符合すると考えられる｡叉,別に胆管結熟

したラットで,肝臓中の bromsulfophthalein塵を馳走したとこち,脂質投与により同様に増加が認

められた｡

以上の知見より,小腸粘膜への葛童性が大きい bromsulfophthaleirlでは,長鎖脂肪髄類の前投与

によって,膜-の分配過程ではなく小腺粘膜内移行性が抑制されるために,腸管吸収,特に腸管粗粒
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への蓄積の減少が認められること，又，循環系への移行には促進的効果の．認められることが判明し

た。bromsulfophthaleinはbrush　border透過は速やかであるが，上皮細胞内の細胞質タンパクと結

合し蓄積するために，循環系への移行性溺悪いと考えられる。・長鎮脂肪酸を投与した場合には，上皮

細胞内に負荷された脂肪酸によってbromsulfophthalein．結合能が低下し，循環系への移行が増大し

た’ものと推察される。

　　第3節し－TryptOPhanに対する効果

　ごれまで受動的に腸管から吸収される薬物を用いて，管腔内の挙動，吸収膜面への分配，粘膜組織

中蓄穂，循理系への移行などの諸過程に及ぼす脂肪酸類の影響を検討したが，更に能動的に腸管吸収

される化合物についても検索することは；先の結果との比較検討のみならず脂肪酸の効果の機構を解

明する上からも興味あることと考えられる。能動輸送されるアミノ酸と脂質との関連性については，

各種アルコール，82）・鋤脂肪酸，聞必須脂肪酸欠乏食85｝・86｝・Sηなどによる腸管吸収の変化，アミノ酸の小

腸粘膜脂質との結合性闘などに関する報告が認められる。著者は，能動的に吸収されるモデル化合物

としてL－tryptophanを選び，その吸収に及ぼす脂肪酸類の胃内前投与による影響について種々の観

点から検討を行った。

　L，D－tryptophanの小腸からの吸収機構に関しては班に多くの研究があり，L－tryptopha皿は

Michaelis－Menten速度式に従う能動軸送系で吸収され，　D一にypt。phanも一部はとの系によって吸収

されることが明らかにされている。89】，go）・91）L一亡ryptophanの小腸吸収には濃度依存性が認められ，且

低濃度におけるその吸収はきわめて速やかであることを考慮し，灌流時間は30分蘭として吸収率を測

定した。

　Table　12は5mM　L－tryptophanの吸収に及ぼす脂質前投与の影響を示したもので，収収実験は脂

質投与3時間後に行った。これから明らかなようにL一加ypt。phanの嘩収はcaprylic　acidにより著

しく抑制された。一方，tricaprylin，　oleic　acidでは抑制効果は弱く，又長骨脂肪のtriolein，　olive

Table　12 Effect　of　Pre－administration　of　Various　Lipids　on　the

工ntestinal　Absorption　of　L－tryptophan

Lipid ％　absorbed　in　30　minuteS

Control

Capry且。　acid

Oleic　acid

Tricapry伍n

Triolein

Olive　oil

Octyl　alcohol

Methyl　c3prylate

53．1±4．9

28．6圭3．3

44，7土5．1

41，4土3．2

48．0±4，4

51，5土4．4

42．4±2．1

45．0＝ヒ2．9

Coロcentration　o正し一‘ryptophan＝5　mM

　　　　　　（33）



oil． ﾅは，ほとんど影響が認められなかった。　octyl　alcoho1，　methyl　caprylateによっても若干の抑制

が生じた。能動輸送系が関与しているL－tryp亡op卜anの吸収が脂肪酸類の前投与によって抑制され，

特にcaprylic　acidに著明な効果の認ぬられることが明らかとなったが，このL－trypt。phanの減収

過程に闘与している諸因子を解析するために以下種々の検討を加えた。

　まず，：L一亡ryptophanの吸収に及ぼすcaprylic　acid，　tricaprylin投与の影響についてその時間経過

を検討し，結果をFig．26に示した。この図から明らかなように，　caprylic　acidはtrica爵ylinに比

し・投与後早い時間にL－tryp亡。phanの吸収を顕著に抑制した。又，　caprylic　acidによる吸収抑制

効果は漸次減少し，9時間後には対照の値に回復することが確認された。投与した脂質と考えられる

腸管内容物の存否は，投与後3時間で多く存在し，9時間後ではほとんど認め得なかった。従って，

この抑制効果にはcaprylic　acidの腸管内存在が必要であると考えられ，第2節と旧訓に実験は脂質

投与3時間で行った。
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　　　　Concentration　of　L一亡ryptophan＝5mM

　L－tryptophanの吸収には濃度依存性の存在が予測される。そこで’初儂度を種々変化させ，吸収，

並びにこれに対するcaprylic　acid投与の影響について精査した。　Fig27は初濃度と吸収率の関係を

示し，Fig．28は30分間の吸収量及びLineweaver－BuTkプロットを示したものである。対照のラット

において，L－tryptophanの吸収率は低濃度ほど大きく，30分間の吸収量には飽和現象が認められ，

Michaelis－Menten式に従うことが確認された。　capr亜。　acidを投与した時，　L－tryptophanの吸収

には濃度依存性が同様に認められたが，いずれの獲度においても対照に比し吸収が抑制された。

Fig28に見られるように・caprylic　acidはL－tryptophan吸収の親和性（Km）には影響を及ぼさ

ず・むしろ最大吸収速度（Vmax）を低下させていると考えられる。

　従来の報告から・Lrエyptophanの吸収を変化させ得る小腸の梼造的あるいは機能的な変化として

は’（1）小腸上皮細胞の管腔側に存在する非撹前出の厚さ，921・93，（2）血流，94）（3）能動輸送系の損傷などが

考えられる・W五nne，92，　Wilsonら．931は小腸粘膜の非撹山畑の厚さが増加したIl寺，みかけのMichaelis

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（34）
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定数（Km）が大きくなることを報告している。本研究では，　caprylic　add投与によりKmよりもむ

しろVmaxに影響が認められたことから，この抑制効果が，小腸粘膜表面に吸着したcaprylic　acid

による非撹伴厨の増大に起因するものではないことが示唆される。

　灌流液からのし－tryptophanの消失が，血中への移行を反映しているか否かを確めるために，吸収

実験後の血漿．中tryptophan濃度を測定した。　Fig．29から明らかなように，血漿中tryptOPhan濃度

は。如rylic　acid投与．によって減少が認められ，吸収の結果と符合することが確認された。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　又・相対的な吸収速度に対する影響を詳細に調べるたあに，5mM　L－tryPtophanの吸収における．

時間経過につ．いて検討し，その結果をFi930に示した。　caprylic　acid投与では対照とは異なったパ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（35）
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ターンを示レており，この時間内では．caprylic　ac量dの効果が持続している．と考えられる．。別に，．

Caprylic　acidを投与し’たラット・の腸管を洗浄し，’1時間放置．後’に行った吸収実験においても，洗浄

後直ちに行うた場合と固程度に吸収抽制効果が認めら．れた．。これらの結果から，．caprylic　acidの作用

は1時間程度．は持続するものと考えられる。　　　　　　．　・

（36）



次に caprylicacidの効果を明確にするために,invitroの系における抑制効果の有無について検

討を加えた｡Fig･31は,0.25mM i-tryptophanの反転腸管への初期取り込みについて調べたもめ

である｡insitll吸収実験の結果に示された如く.capry】icacidを投与した腸管では初期取り込みに

おいても抑制が認められた｡
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Fig.31 EffectofPre-administeredCaprylicAcidontheInitialUptake

ofLTryptopbanintotlleEvertedlntestine
ConcentrationofL-tryptophan-0.25mM

更に,invitro反転腸管法によりL-tryptophanの透過性について故肘を行った｡内液 (盤膜側)

と外液 (粘膜側)の L-tryptophan濃度を等しくして,60分間インキュペートした後,濃膿側対粘膜

側の弛度比を測定したoFig.32から明らかなように,紫膜側対粘膜mIJの浪定比は,caprylicacid投与

により減少し,Ltryptophanの透過の抑制が認められた｡invitroにおいても,Capryli亡aCidの効

果が発現したことから,先に述べた血流変化の寄与は少ないものと考えられる｡

caprylicacidが Ltryptophanの吸収を特異的に抑制するのか否かを検索するために,D-trypto-

phanの吸収に対するcaPrylicacidの影轡についても調べたOその鈷異は Table13に示す｡D-try-

ptophanの吸収は L一体よりも低かったが,磯庶依存性が認められたocaprylicacid は5mM Ij-

tTyPtOPhanの吸収を抑制するが,10mM D-tryptophanの吸収には有意な抑制効果は認められなか

ったO-娘に,D体の腸管吸収に対しても能動輸送系が一部関与しているが,D体は主に単純拡散に

よって小腸粘膜を透過すると考えられている.叫 91-従って,10mM D-tryptophanの吸収には大部

分単純拡散が寄与しており,caprylicacid投与の坪野が顕著でなかったと推察される0

､万,脂肪酸の生理作用としては,グラム陽性菌に対す.る抗菌作用,95'Na+,K+-ATPase帝位の抑

軌 叩腎における有機陰イオンの能動分泌の細孔 97Jammonia代謝の抑制98,などェネルギー関与の系

に称する抑制的作用について報告されているO先に,capryiicacidを投与した小腸で認められるレ

(37)
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Table　l3 Effect　of　Pre－administered　Caprylic　Acid　on　the

Intestinal　Absorption　of　D－Tryptophan

％absorbed　in　30㎡抽tes

5mM 10mM

Control

Caprylic　acid

15．8±3．0

9．4±0，9の

11．6；と1，3．

9．5土2．1b）

a）　5ignifioantly　diffεrent　from　oontro1，　P〈0．05

h）　not　significant，　P＞〔｝．05

tryptophanの吸収低下は，小腸粘膜への分配過程の抑制に支配されることが示唆されたが，上記の

生理作用と関連してこの抑制機構を解析するためにcaprylic　acid．共存下におけるL－tryptophanの

吸収について検討した。しかし，Tab工e　14から明らかなように，5mM　caprylic　acid併用によって

1mM及び5mM　L－tryptophanの吸収には影響が認められず，低濃度のcaprylic　acid‘共存では抑

制効果餌住じないものと考えられる。

　従ってL－tryptophanの吸収低下は，投与されたcaprylic　acidが上皮細胞蓑面に何らかの損傷を

与え，その結果生じた構造的，機能的変化による能動輸送能の低下に起因す多可能性が考えられる。

この点について追究するために，小腸内を緩衝液だけで30分間連続灌流し，そこに出現するタンパク

母め測定を行った。すなわち，種々の脂質を前投与し，上記灌流液中に出現したタンパク量について

比較したのがTable　15である。　caprylic．　acid投与の場合，対照及び他の脂質に比べタンパク量の著

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（38）



Table　l4 Effect　of　Caprylic　Acid　oロthe　Intestinal　Absorption

of　L－Tryptophan

％absorbed　in　30　minutes

1mM 5mM
Contro1

5mM　Caprylic　acid（coexistence）

61．7：』5．0

63．4士5．5

53．1±4．9

50．9圭6，0

Table　15 Effec亡of：Pre－administered　Lipids　on　the　Protein　Release

from　the　Perfused　Rat　Sman　Intestine

Lipid Protein　released　（mg）

Control

Caprylic　acid

Tricaprylin

Oleic　acid

9．0±2，5

21．2圭5．5

8．7±：1．6

7．7圭1．5

明な増加が認められた。従ってcaprylic　acidが小腸粘膜に直接作用し，タンパクなどの膜成分の漏

出に伴う膜講造や機能の変化を生じ，その結果，L－tryptophanの能動輸送能が低下したものと推察

される。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　第4節　考　　　　察

　食餌性脂質の消化管粘膜に対する影響について究明するため，脂肪酸類を胃内に前投与した後，吸

収特性の異なる各種薬物を選び腸管吸収の動向1とついて検索した。

　脂肪酸類の投与によって，水溶性薬物の吸収には若干の変化が見られたに過ぎないが，小膓組織へ

の蓄積性が大きいbromsulfophthaleinなどの水溶牲色素及び能動輸送されるL－tryptophanでは吸

収挙動1・多様嬢動を謝た・b・・m・・lf・P耳・h誕・i・の場合，吸収，繊内翻反転囎への取聚

み・胆汁排泄などの測定結果から，前投与されたlinoleic　acid等の長点脂肪酸は，　bromsulfophtha．

1ei豆の粘膜への分配過程ではなく組織内蓄積過程を抑制し，更に，血流中への移行を促進することが

判明した・又・れらの効果は，上皮細胞内の細胞質タ・バクに鮪さ島島鎖亭亭に起因する．。

とが示唆された。

鋤翰送されるL－t・yp・。ph・nで1ま，・ap・ylic　acidの投与によ。て糊な吸収の抑制が認められ

た。これはLineweaver－Burkプロットによる解析，　in　vitro膜透過性，灌流学府に出現したタンパ

．ク量などの結果から，caprylic　acidが小腸粘膜に直接作用してタンパクの脱離などが生じ，　brush

b・・d・喉の構造あるいは雛が変化したために鋤輸送能が低下し，L．，，p、。，h。nの膜への分配が

減少したものと推察された。

（39）



第2章無脂肪食投与の影響

　前章において脂肪や脂肪酸を経口的に1回投与することによって，腸管からの薬物吸収に種々の変

化が認められることを明らかにした。更に，脂肪を含まない食餌をラットに投与し・薬物吸収に及ぼ

すその影響について検討を加えることは，脂肪酸類の小腸粘膜に対する作用を解明する上で必要と考

えられる。

　＿般に食餌に由来するlin。1eic　acidなどの不飽和脂肪酸は必須脂肪酸に分類され・その生物学的

作用については様々な報告が出されているが，特にリン脂質の共通構成引分として生体膜の構造や機

能を維持する上で重要な役割を果し，脂質の庄体内における生理的意義と密接な関連を持っている。

必須脂肪酸欠乏食あるいは無脂肪食を長期間投与することによって・佐体組織中に存在するリン脂質

などの脂肪酸組成が変化すること，更に生体膜の性質並びに他の機能が変化することに関しては

AlfirSlaterら99，による詳しい総説がある。欠乏食投与の影響としては，肝臓などの生体組織から得

られたリン脂質を用いて形成した人工膜のNa，　glnco8eに対する透過性の変化，1。o），101）肝microso皿e

のP－450含量及び薬物代謝活性の低下1。2）・103，などが報告されており，又小腸に対する影響としては，

小腸粘膜の構造1哺や粘膜脂質組成互05⊃の変化，脂肪川），1㈹やアミノ酸85｝，呂6｝，a7｝の吸収低下，胆汁流量

や組成の変化1。ηなどが指摘されている。

　本章では，無脂肪食を一定期間投与したラット腸管からの薬物吸収及び小腸brush　borderの脂質

組成を調べ，正常の場合と比較検討した結果について論述する。

　　第1節薬物の吸収に及ぼす影響

　普通飼料あるいは無脂肪食飼料で一定期閥飼育したラットを用い，iエ1　situ灌流法により．吸収実験

を行った。無脂肪食飼料としては，オリエンタル酵母製の精製飼料を使用した。成分については第∬

編実験の部に記載する。

　Fig．33は，体重約809のラットに普通食あるいは無脂肪食を与え、4週間飼育した時の成母曲線

を示したものである。両者の体重増加にはこの投与期間で顕著な差は認められないが，無脂肪食を投

与した一部のラットでは，3～4週間頃に尾の皮膚の鱗屑化，いわゆる必須脂肪酸欠乏の症探揮認め

られた。

　次に各種薬物の腸管吸収に及ぼす無脂肪食投与の影響について検討し，その結果をTable　16に示

した。metoclopramide，八CD．B．などの塩基性薬物では顕著な影響が認められなかった。一方，酸性

薬物のうち脂溶性から予測されるよりも吸収性が良いと考えられているp－amihoben20ic　acid，　sulf一

｛soxazoleでは，対照に比べ有意な吸収の抑制を，又salic亜。　acidも抑制的傾向を認めた。比較的

脂溶性の高いSulfadiエnethoxineでは影響がなかった。

　Bτodieら・。8，はpka　3以上を有する弱酸性薬物の小腸からの吸収は，　pH一分配仮説に従わず生理的

pH領域で二四の良いことを明らかにし・これは彼らが言う小腸のvirtual　pHに起因すること・一

方，Kakemiら珊｝は弱酸性薬物の腸管吸収に見られる現象が薬暫の小腸粘膜との結合性によって鋭

明されうることを報告’している。又最近・Smolenllo）は熱力学的観点よりvir鉦1al　pH説を批判し・．

鉾離型でも生体膜を通過し得ることを述べている。このように酸性薬物の腸管からの吸収過程に介在

する支配的因子については，なお種々の論議がなされており未だ明確ではない。それ故に，無脂肪食

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（40）
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Table　l6 Effect　of　Fat－Free　Diet　on　Drug　Absorption

from　Small　Intesti且e

％absorbed　in　60　minutes
Drug

COIltrol Fat－free　diet凸）

SulfaguanidiRe

Metoclopramide

AC．D．B、

SulfisoxazoIe

P－Aminobe財oic　acid

Salicylic　acid

8，6」＝1．2

24．0＝ヒ2．2

43．1圭2．8

44．1±5．7

69．2±5．6

79．9＝ヒ7．0

8．9土1．3

22．3土4．5

44，2±3．8

33．6＝ヒ7．2

55．6土7．8

70．0土7．2

a）　fed　for　4－12　day5

投与時における酸性薬物の吸収抑制について検索することは，これら薬物の吸収機構の解明と関連し

て興味あることと考えられる。そこでP－am量n。benzoic　acidを選び更に検討を試みた。

　Table　17は，無脂肪食の投与期間を変え，　P－aminoben20ic　acidの吸収の動向について精査した結

果を示したものである。これから明白なように，投与開始後1～2週問において，吸収抑制効果が最

も強いと考えられる。無脂肪食あるいは必須脂肪酸欠乏食の影響について追究した多くの研究では，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（41）



Tablβ17 Effect　of　Fat－Free　Diet　on　p－Aminobenzoic

Acid　Absorptio且丘om　Rat　Small　Intestine

％absorbed　in　60　minutes

ContrO1 69．2＝L5．6

Fat－free　diet

　2－3dayS

　5－8days

　10－14days

　16－23days

61、4圭8、4

56．5土7．9

55．1土7．2

66，1＝L5．0

P＜O．01

P〈⑪．061

P＜0．00工　一

N．S．

Ta団e　18　Effect　of　Fat－Free　Diet　oロp－Aminobenzoic　Acid

　　　　　Absorption　from　Rat　Jejunu皿a豆d　Ileu皿

％absorbed　in　60　minutes　Tissue　weight（g〆cm）

Control．

Jejumm

　皿eu皿

50．2土5．7

53、＝L土7．0

0，12±O．02

0．11士O．01

Fat一丘ee　die亡（5－8　days）

　Jejunum

　neum

49．8土4．5

42．8士3．8

0．08士0．01

0、07士0．01

数週聞以上の投与において，生体組織中に存在するリン脂質の脂肪酸組成のうちlinoleic　acid（18：

2）arachidonic　acid（20；4）が減少し，5，8，11－eico5atrienoic　add（20：3）などが増加し，更

に，これに伴って生体膜め性質が変化すると報告されている。四ここで得られた結果は・短期間の投

与で薬物吸収に影響が認あられたことから，無脂肪食投与によって小腸粘膜のリン脂質脂肪酸組成が

変化し允ことに起因するものではないと推察される。

　次に吸収部位によ・る差異について検討するために・空腸部、．回腸部それぞれ20cmを用いてP－ami－

n。be叩。玉。　acidの吸収実験を行ウた。その結果はTable　18に示す。・単位長さあ＃りの湿重量は空

腸，回腸いずれ．も対照．に比べ無脂肪食投与1こおいて約30％の滅少が認めちれた。P－am量noben20ic

acldの吸収は，空腸では顕著な差は認められなかうたが，回腸においては無脂肪食投与によって有

商（P＜0．05）な抑制効果を認めた。　　　　　　　　　’．、

　　第2節　小腸粘膜脂質組成の変動．

．，無脂肪食や必須脂肪酸欠乏食の投与にようて・生体組織の脂質組成が正常時に比し種々変化するこ

とは，既に多くの研究で明．らかにされてお．の，99，．小腸粘膜脂質にづいてもY廿rkOws崖iらユ05，の報告が

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（42）



ある。そこで著者は，先に述べた無脂肪食投与時に見られる腸管からの薬物吸収の変化について，そ

の機構解明の一端とすべく小腸粘膜脂質組成の検討を試みた。

　水溶性薬物の吸収における律速段階は，一般に小腸粘膜のbrush　border透過々程と考えられてい

る。そこでForstnerら11Dの方法に従いbrush　border画分を調製し，　Kates112）の方法に準じて脂質

の抽出を行い，得られた全脂質を薄層クロマトグラフィーにより検討した。

　Fig．34に示した薄層クロマトグラムは普通説及び無脂肪食（1週間）を投与した小腸brush　border

塩分の脂質（100μg），又，標準としてegg　phosphatidylcholine（50μg），　cholestero1（25μg），

01eic　acid（25μ9）をchioroform溶液としてマイクロシリンジで定量的にスポットし・hexane　l

ethyl　ether：acetic　acid（80：2011by　volume）の溶媒系で展開後，リンモリブデン酸で呈色せしめ

たものである。この図から明らかなように，正常時の脂質の主な構成々分は，リン脂質，cholestero1，

Front→．

Or｛gin→護

総 ’謹幽幽躍

謹．；←TG

←FFA

←CHOL
←MG

←PL

〔DEgg　Phosphatidylcholine

〔2）Cholestero1

（3｝01eic　acid

（4｝Brush　boτdeτ（normal　diet）

〔5）Brush　border（fat－free　d量et）

　　（1）　　　　　　（2）　　　　　　（3）　　　　　（4）　　　　　　（5）

Fig．34　Thin　Layer　Chrolnatogram　of　Brush　Border　Lipids

　　　　Developing　solvent，　hexane：ethyl　ether＝acetic　acid＝80：20：1

　　　　Key：PL，　phosphol玉pids；MG，　monoglycerides；CHOL，　cholesterol；

　　　　FFA，　free　fatty　acids；TG，　triglycerides

遊離脂肪酸，トリグリセリドであることが示された。これは，小腸粘膜あるいはmicrovi恥s　mem・

braneの主要な構成脂質として，リン脂質，　cholesterolの他に遊離脂肪酸も比較的多く存在するとい

う従来の知見70）・105，・113）・114》・115｝と一致すると考えられる。一方，無脂肪食投与の場合には，正常時と

比較してリン脂質，cholesterolには著明な差がなく，遊離脂肪酸の減少していることが認められた。

　これを更に定量的に把握するために，brush　border脂質を薄層クロマトグラフィーで分離し，脂

肪酸部分のシリカゲルをかき取り溶媒で抽出後，脂肪酸量を測定した。Table　19に示したように，正

常時に比し無脂肪食投与では遊離脂肪酸の減少していることが確認された。

　本研究とは実験条件を多少異にするが，Yurkowskiら105〕は必須脂肪酸欠乏食投与時の小腸粘膜脂

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（43）



Tab一e19 Fa町 AcidandClldesteTOIContentsinBTuSh

BordeTTotalLipids

% Dftotallipids

Fattyacid Cholesterol

Control 7.9 10.6

Fat-freediet(7days) 5.1 15.5

質に関する報告の中で,粘膜脂質中の遊離脂肪髄丑が正常時に比して減少し.小腸下部においてこの

傾向が顕著であると述べているoTable18で示 したように拒脂肪食投与によって,回腸か らの

p-且minobenzoicacidの吸収が抑制されたこと,更に罪Ⅱ扇の人工膜透過研究において脂肪酸が

p-aminobemoicacid等の透過を促進したことなどの知見に基づき,撫脂肪食投与においては小腹の

microvillusmembraneに配向した遊離脂肪酸が減少したために,p-aminobenヱOicacid,sulfisoxa2:0le

などの酸性薬物の吸収低下が語められたものと椎諭された｡

第3節 考 察

第1章において脂肪酸類を経Ej的に1回投与することによって,腸管からの薬物吸収助億に変化の

認められることを明らかにしたが,本章では側 旨防食を一定期間投与したラットを用い,薬物の腸管

吸収について検討すると共に,小股 brushborder脂質成分の変動との関連性について考察を加え

た｡

捌 曽肪食投与によって metoclopramide,A･C.D･B.Ij:どの塩基性薬物では顕著な形轡が見られなか

ったO-方,脂溶性から予測されるよりも吸収性の良い p-aminobenヱOicacid,Sulfisoxaz｡leなどの

酸性薬物では･対照に比べ有意な吸収の低下が認められたO更に小腸 brushborder脂酎 R成を換索

したところ･正常時には主にリン脂軌 cholesterol,脂肪酸, トリグリセリドから成っていたれ 撫

脂肪食投与の場合には脂肪酸の減少することが確認された｡罪Ⅱ編で述べるように,脂質黒膜を用い
た薬物透過の研究において･脂肪酸が p-aminoberuOicacid などの透過性を促進したことを併せ考

察した着果･小腸の microvillusmembraneに存在する遊離脂肪酸が.酸性薬物の易吸収性に一部関

与しており,蜘 旨肪食投与時には,この脂肪酸の減少に起因して p-aminobenzoicacidなどの無性

薬物の吸収が低下したものと推論されたD
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第皿編　薬物の脂質黒膜透過に及ぼす脂肪酸類の影響

　薬物の吸収，分布等の生体内移行過程は，種々の形態を有する生体膜を介しての薬物膜透過現象の

集積であり，生体膜を帯成する脂質が重要な役割を演じていることは周知の事実であるが，その複雑

な脂質組成と薬物膜透過との関連性については，なお解明すべき点が多く残されている。

　著者は，第1編，第π編において，薬物の消化管吸収に及ぼす脂肪酸類の影響について主にin

s三tu吸収実験法により検討し，管腔内や小腸粘膜における効果について考察を加えてきた。更に，

薬物吸収の律速段階と考えられているbrush　border膜の透過性に対し，脂肪酸類が如何なる効果を

及ぼすかを検討することは，薬物吸収機構に関する基礎的知見を得る上からも重要と考えられるが，

既に言及した如く，in　situ吸収実験法では種々の要因が関与するため技術的に困難な問題が多い。

そこで著者は，膜レベルにおける脂肪酸類の影響をより明確にするため，脂質二分子層から成る心膜

（Black　Lipid　Membranes）を腸管粘膜モデルとして用いることを試みた。

　本編では，小腸脂質より形成した脂質黒膜の薬物透過実験法を確立し，薬物透過に及ぼす膜形成脂

質の影響，並びにこれに対する脂肪酸類の効果について検討した結果を詳述する。

第1章　脂質内膜実験法の検討

　薬物の生体膜透過牲について薬剤学的立場から検討を加えるために，Doluisioら，116｝Perrin，11η

Levyら118）によってこれまで種々の膜モデルが考案され，　in　vi亡roの膜透過研究に使用されてきた。

しかしこれらは膜を単に脂質屈と見たてたものが多く生体膜としては不十分である。著者が使用した

脂質黒膜119）は脂質二分子屈から成る単屈の膜で，リボソーム120）と共に生体膜の研究において近年繁

用されている人工膜であり，消化管における薬物膜透過機構をよりミクロな観点から解明するのに適

切な方法と考えられる。

　従来，黒膜形成に使用された脂質は，脳や赤血球の全脂質，egg　Phosphatidylcholine，合成リン脂

質などであり，小腸粘膜脂質についてはほとんど検討がなされていない。12nそこで，小腸脳，肝

肺の全脂質及びegg　Phosphatidylch。lineを用いてpH　6．5リン酸緩衝液中で二心を形成し，その諸

性質について比較検討した。

　　第1節　膜形成脂質及び脂質黒摸の形成法

　膜形成脂質としてはegg　Phosphatidylcholine（Sigma社Type皿E）及びラット小腸粘膜・脳，

肝，肺から，Folchら1221の方法により抽出した全脂質を使用した。　Fig・35は，それらの薄層クロマト

グラムを示したものである。小腸粘膜，脳，肝，肺より得られた脂質（100μ9），又標準としてegg

phosphatidylcholine（50μ9），　ch。lestero1（25μ9）・liロ01eic　add（25μ9）を定量的にスポットし・

hexane＝ethyl　ether；acetic　acid（80＝20：1by　volume）の溶媒系で展開後・リンモリブデン酸で

呈色せしめた。各臓器より得られた全脂質の組成は主にリン脂質・choles亡ero1であったが・小腸粘膜

脂質には第H編，第2章で述べたように遊離脂肪酸　トリグリセリドも多く存在していることが確認

された。　　　　　　　　　　　　　　・

　脂質黒膜の形成はH：anaiら1291の方法に基づきFig・36に示した膜形成装置を用いて行った。以下

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（45）
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た．長焦点顕微鏡で膜面の様子を癩しな・・ら黒化麟膜醸及び鰍鵬圧を測定した・膜の電

気抵抗は，。一、。。mVの電圧を順次かけてdec伽飢・・で電流を齪し・Ohmの法則から算出し

た。なお，実験は250恒温室において行った。
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帯2節 EggPhosphatidy]choline及び膿器脂質より形成した脂質黒膜の諸性質

黒膜形成脂質としては,従来脳,赤血球の全脂質,eggphosp1-atidy】cholineなどが多 く使用さ

礼,小腸全脂質tj:どについてはほとんど検討がなされていない｡そこで,eggphosphatidylcholin由巨

びに小腸,及び比較として脳,肝の仝脂質を用い,必要に応じて cholesterol等を添加して,黒膜の

形成を試み,それらの性質について換討したD

Table20,Table21は,eggphosphatidylcholine(1wlv%inA-decane)及び各臓器から抽出分

離した脂質 (1W/v% inn-deeane)を用い,適宜 巳holesterolを添加して形成した膜の黒化時間すな

わち膜形成時聞,膜破壊電圧,膜抵抗について示したものであるD水相には,吸収実験で用いたpH

6,5等張 リン酸緩衝液を使用したbphosphatidylcholine単独では黒膜形成が相当困難で,黒化を開始

させるために80-100mVの電圧を負荷した｡又,得られた集膜は振軌 水圧,電圧いずれに対しても

非常に弱いDしかし,膜強化剤である cholesterolを添加すると異化は速やかになり.破壊電圧も高

く強固な膜を形成することができた｡-方,復姓な組成の小腺,脂,肝の全脂質からも膜形成が可能

で,cholesterol無添加の場合でも白紙に黒化が起り,相当強固な膜を作ることができた｡特に脳脂

TabZe20 VariousPropertiesofBlackLipidMembranesGeneratedfrom

EggPhosphatidylcholine

Cholesterol(W/v形)

0 0.3 0.5 1.0 1.5

TimeofLormation
(min)

BreakdowLIVOltage
(mV)

Membz･aneresistance
(血･cm2)

4■) 2 2 1 0.3

150-180 200-250 ･250-300 300-315. 300-350

6×106 5×107 6×10T 5×107 6×107

a)Themembranesweretunedbuckbyapplyingvoltage(upto8DmV).

Table27 VariousPropertiesofBlackLipidMembranesGenerated
fromTissueLipids

Intestine Brain Liver
Cholesterol
(W/7%) oo.1 0.3 0.5 1･0 0 0･3 0 0･3

Timeof
formation(mュn)

6 6 2 1 0.5 9 2 8 1

Breakdown 180-250180-250300-350300-350250-350330-400370-450250-300300-350
vo】tage(mV)

Membrane
resIStanCe BX108 2×108 3xlO8 3x108 3xlOS 4×108 4×106 3XIOB 3xlOS
(血･cm2)
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栗では膜破壊電圧も高く.他の脂質膜に比べ安定であることがわかる｡こjlらの脂質に適藍のchDie-

sterolを加えることにより,更に破壊髄圧の高い十分強固な膜を得ることができた○

膜抵抗に関しては,phosphatidylcholine単独では106orderであるが,choiesterolを添加すると

約10倍高くなり,又 chQlesterol蘇加盟を増しても顕著な変化を認め得なかったO小腸,脂,肝脂質

膜の抵抗は108orderで phosphatidylcholine膜のそれより高いことがわかる｡一般に,膜抵抗はイ

オン透過性の-つの指標と考えられており,小腸粘捌 旨質等の膜は,phosphatidylcholine膜 に比し

電解質イオンを通過し難いと考えられる｡

次に形成した黒膜の経時的安定性について検討した｡小腸全脂質にcholesterol(0･3%)を添加し

て黒隈を形成し,その比抵抗を随時的に測定して Fig,37に示した｡この図から明らかなように'膜

形成数時間後においても膜抵抗に大きな変動は認められず,破壊電圧も膜形成20分後とほぼ同程度の

値が得られたophosphatidylcholineや cholesterOl含丑の異なる他の膜においても同様であったo
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Fig.37 ElectricalResistanceversusTimeafterFormationof

BlackLipidMembrane

以上の結果から,脂質組成の復姓な小腺粘膜脂質などを用いても eggphosphatidylcholine同様黒

膜の形成が可能であり,且得られた膜は,薬物透過実験に供するに十分安定で強固な膜であることが

確認された｡

第2章 毒物の脂質黒膜透過性

薬物の消化管からの吸収は,Brodieら108)によって,一般に非解離塾薬物分子の脂溶性とその存在

する割合 (pH一分配仮説)に支配されることが明らかにされているoしかし,salicylicacidや p-

aminoben加icacidなど故性薬物の腸管吸収に見られるように,生理的 pH 領域で解離型として存

在し有頼溶媒への分配係数も極めて低いにもかかわらず,吸収が良好であるなど一概に鋭明できない

場合もある0108'･1拍】このような背景から脂質島陰によるinvitro薬物透過実験は,薬物の消化管吸収

(48)



機構を物理化学的に究明する手段として有用であると考えられる。

　脂質黒膜に関する従来の研究は，12聴）・120膜の電気的性質やイオン透過性について検討したものが多

く，薬物の黒膜透過性については，Beanら，125）Howardら，126〕Gutknechtら，ユ27》Wolosinら128｝によ

る報告が認められるに過ぎず，未だ十分明確にはされていない。本章では，egg　Phosphat三dylcholine

及び小腸全脂質から形成した黒膜を用い，種々の特性を有する薬物の透過性について精査し，更に腸

管吸収との関連性についても考察を加えた。

　　第1節各種の脂質より形成した脂質黒膜の薬物透過性

　リン脂質の二分子層膜は，温度によってその流動性が変化することや相転移の生じることが知られ

ている。そこでまず実験条件を設定するために，薬物透過に及ぼす温度の影響について検討した。

Fig．38は，小腸脂質にcholesterol（0．3％）を添加して形成した膜を用い，温度を17～29。と変化さ

せてsa11cylic　acidの透過係数を求め，　Arrheniusプロットしたものである。salicylic　acidの黒膜透

過には明らかに温度依存性が認められ，その活性化エネルギーは約20kcal／mole／degreeであった。

これは，91ucoseや電解質イオンのリボソーム透過で報告されている値勘と相応しうるものである。
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Fig，38　Aπheエ1ius　Plot　of　Salicylic　Acid　Permeability　Coefficient　across

　　　　Black　Lipid　Membranes　Genera亡ed　from　Intestinal：Lipid

　膜の性質に関しては，低温では黒化が起りにくく，高温では形成した膜が多少不安定になることが

わかった。これらの結果から，以後の実験は25。で行うことにした。

　次に，物理化学的性質及びin　vivo腸管吸収挙動の異なる4種のモデル薬物，すなわち生理的pH

領域で非解離型として存在し比較的脂溶性が高く腸管吸収の良いsalicylamide，負電荷を有し脂溶性

は低いが小腸からの吸収が良好であるsalicylic　acid及びP－aminobenzoic　acid，両性電解質で脂溶

性は低いが腸管吸収には能動輸送が関与しているL－tryptophanを選び，これら薬物の黒膜透過性に

ついて検討した。Table　22はegg　Phos⑳atidy｝cholineにchoiestero且O・5％を添加し形成した膜に

対する各薬物の透過係数，並びにchloroform－pH　6，5リン酸緩衝液系における分配係数を示したもの
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丁ab　le　22　Permeab｛lity　Coefficients　of　Various　Drロgs　acros5

　　　　　　Black　Lipid　Membranes　Generated　fro皿Egg

　　　　　　Phosphatidylcholi皿e　at　pH　6．5

Drug M．W． P．C．の
Permeability　coef丘cient　b）

　　　　（10・耳cm／sec）

Salicyla皿ide　　　　　　　137

Salicylic　acid　　　　　　　　　　138

p－Aminobenzoic＆c三d・　137

Tτyptophan　　　　　　　　　　　　　204

2．38

0．01

O．03

O．01

22．7圭1．0

8．9±1．9

7．4±1。0

1．5ま：0．6

a）　CHC13－to－P且　6．5pho5P｝late　buffer　part三tion　coefficien亡5

b）Each　value　is　the血ean圭S．D，　of　3－6　experiments，

Th母mernbra血es　we＝e　generated　at　25。　from　soluセion己ontaining

エ％（wノ・）・gg　Ph。・ph・ti舜y1・h。1i・・一〇．5％（w／・）・h・1・・し…h・・“d・・a・。・

である。分子量のほぼ等しいこれら薬物において，分魏係数が大きく脂溶性の高いsalicylamideで

は，脂溶性の低いL－tryptophanに比べ，かなり大きな透過係数が得られ，一般の生体膜透過と同じ

傾向を示した。本研究では，より広汎な薬物を用いて検討する¢とはできなかったが，生体膜透過で

言われている脂溶性の原則が，脂質二分子層を基盤とした黒膜系でも適用されると推察される。しか

しsalicylic　acid，　P－a！ninobenz。ic　acidの透過係数は，分配係数から推定されるよりも大きな値が

得られた。これらの酸性薬物は，先に述べたように小腸吸収実験においてもpH一分配仮説に従わ

ず，生理的条件下で吸収の良いことが知られている。

　薬物の物理化学的性質と膜透過性との関係をより明確にすることを目的として，次に，藁物の黒膜

透過に及ぼすpHの影響について調べた。　Table　23は，　P宜6．5とpH　4．5において，　ph。sphatidyl－

ch。1ine膜に対する薬物の透過係数並びに非解離型分子の割合を示したものである。　salicyユic　acid，

p－aminobenzoic　acidの透過係数はpH　4．5で増加しているが，．　pKaから計算される非解離型分子の

Table　23　The　Relation　between　the　Degree　of　Ionization　and　the

　　　　　　P白rm．eability・Co6ffici6nts　of　Varioロs　Drugs　across　Black．

　　　　　　Lipid　Membranes　Gβnerated　from　Egg　Phospha亡idylcholine

　　　　　　at　pH　4．5and　6．5

Drロ9

Unioni肥d　fOrmの
　　　　（％）

Permeability　coεfficient

　　（10‘5cm／SeC）

pH　4．5 pH　6．5 pH　4．5． PH　6．5

Salicylamide

SaliOylic　acid

p－Amihobenzoic　ao五d

100

3．1

66．6

99．0

0，0　∴

2．0

17．4＝と0．7

19．2士2．0

20．ユ＝とO．8

22．7土1．O

13．3士1，2

7．4士1，0

a）calculated　u5ing　the　diss。ci註ti。n　consta血ts　pKla需6．5f・r　saHcylamidel

pKa＝3，．O　for　sali曙lic血cid　ahd．　pKa＝4．8for　p－aエninobenzoie　aOid．

．（50）



増加の程度より小さく，腸管吸収実験の場合と同様にpH　6．5において透過性が良いことを認めた。・

Furusawaら130）は，解離型酸挫薬物のch16roform’に対する分配係数が，り．ン脂質の添加によって顕

著に増大することを報告しており，これら薬物の黒膜透過々程においても，二分子層を形成している

リン脂質との相互作用が一つの要因となっているも．のと推漿される。なお、pH　4．5における5a五cy1－

a㎡deの透過性は若干減少したが，これは水相に用いた緩衝液の組成やpHの違いによる膜性質の

変化など別の因子に起因するものと考えられる。

　次に・小腸粘膜脂質から形成した三三の二物透過性について検討1し・egg　Phosphatidylcholi聡及び

脳，．肝全脂質より形成した膜の場合と比較検討を試みた。その結果をTable　24に示す。いずれの脂

質膜においても，脂溶性の高いsalicylamideは透過係数が大であり，4種の薬物の透過性はほぼ同

じ傾向を示している。しかし，小腸脂質膜の場合，P－aminoben20ic　acidの透過係数は14．4x10昌5c田

〆secでphosphatidylcholine及び脳，肝の脂質膜に比べ大きいことが明白である。従って解離型で存

在する酸性薬物の膜透過は，単なる脂溶性だけでは説明され得ず，解離型薬物の膜への分配過程ある

いは膜中の拡散過程に，膜を構成するリン脂質及び他の腸管脂質成分が寄与していると考えられる。

丁ab　le　24　Permeability　Coefficie虻s　of．　Various　Drugs　across　Black　Lipid

　　　　　］M〔embranes　Generatea　from　Egg　Phosphatidylcholine　and

　　　　　TiSSue　Lipids

Permeability　coefficient（10’5　cm／sec）
Drug

諮鼎atidy1”h・・s・…
宕rain Liver

Salicylamide

Salicylic　acid

p－Amlnobenzolc　acid・

TryptOphan

22．7±1．0　　24．4±1．8

8．9＝と1．9　　10．0土1．．7

7．4±1．0　　14．4士2．5

1、5＝LO御6　　　1．8±α6

16．O±2．5　　22，7±1。7

5．2＝L1．6　　　9．2土0．4

3．8土L6　　．6．8士1．3

The　membranes　were　generated　from　solution　con亡aining　eitheτ1％（w／Ψ）

egg　Ph。sphatidylcholine－0．5％（w／v）ch・1e5ter。1。・1％（w／Ψ）t16sudipids－
0．3％（w／v）choles亡erol　in　n－decane．

　そこで，他の臓器脂質とは多少異なる特性を示した小腸全脂質及びその比較としてegg　phospha－

tidylcholineについて更に検討を加えた。

　　第2節Cholestero1及びCholesterol　Acetate添加の影響

　黒鳥の形成を促進し，膜の安定性を増すために添加したch。lesterolは，リン脂質と並び主要な生

体膜構成々分である。cholestero1が膜を構成するリン脂質分子の配列を堅固にし，物質透過の抑制

をもたらすことについては既に幾多の知見が得られている（condensing．effect）。131｝・132｝Table　20に

おいて述べた如くphosphatidylcholine膜の抵抗は，　cholesterolの存在下で約10倍の増加を認あた

が，これは電解質イオンに対する透過の抑制を示すものと考えられる。そこでcholesterolの薬物透

過に及ぼす影響について検索するために，．ph。sphatidylcholine及び小腸全脂質に添加するcholeste－

rol量を0～1，5％と変化させ，　salicylam圭deとsalieylic　acidに対する透過係数を測定した。その結果
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はF三9391，示す．。h。1。，・。・。縣加一命腕伴い，・曲ylic　acidの透過鱗が多少低下する傾向

を認めたが，この灘糊では，水，・3・・gl・・。・e・・・・・・…などにつ・・て雛されているほど購な抑制

効果ではなかった。

　次に，chde5terOl　6sterとしてCh。lestero1鶴etateを用い，　chOlesterol効果との比較を試みた。

F、替4。は。gg　Ph・，ph・・id，1・h・1i・・について示したものである・ch・les・…lac・・…（0・5％）撚

加した系では，完全鷹膜を形成する・とができるが・黒化時間脹く山斗駈も低いことがわか

る。一般に，ch。lester。l　esterにはch。1ester。1のようなイオン透過に対する抑制効果は少ないとい

．われており，この知見・…と一致して，・h。1・・…。l　ace・…を添力・し形成し雌の抵抗は・・h。sphati－

d，1。h。H。。鞠の場合とほ購しい1。・。・d・・であ・た・しかし・の灘対する・ali・・1・mid・・saH’

。ジi。。。idの透過係撚，・h・1・・…。1を添加し燃の値とほとんど変化しなかった・

　これらの結果より，主要な腸管脂質成分であり，膜を安定化する作用を持つch。lestero1は，膜抵

A
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Fig．40　Effect　of　Ch。lesterol　Acetate　o且MembraHe　Propertie5　and　Drug

　　　　Transfer　in　Black：Lipid　Membranes　Generated　from　Egg
　　　　Phosphatidy正choline

抗で示されるようなイオンの透過を抑制するが，本研究に用いた薬物の黒膜透過性には，多量に添加

した場合を除いて顕著な変化をもたらさないと考えられる。

　　第3節　考　　　　察

’物理化学的性質や腸管吸収挙動ρ異なる薬物として・salicγlamide・salicylic　acid・P－aminobenz。ic

acid，　L－tryptophanを選び，　egg　Phosphatidylcholine，及び小腸，脳，肝の全脂質より形成した黒膜

に対する薬物透過の動向について検索した。

　脂溶性の高いsaHcylamideでは，他の薬物に比し大きな透過係数が得られ，一酸の生体膜と同様

の傾向を示した。しかし，salicylic　acid，　P－aminobenzoic　acidの透過は分配係数から予測されるよ

りも良く，更に，小腸脂質膜では他の膜よりも大きな透過性が認められた。これら酸性薬物の腸管吸

収は，pH一分配仮説に従わず生理的pH領域で吸収の良いことが知られているが，黒膜透過において

も単なる脂溶性だけでは説明され得ず，解離型薬物の膜への分配過程あるいは膜中の拡散過程に，膜

を構成するリン脂質や他の腸管脂質成分が関与している可能性が示唆された。

　膜強化剤として添加したcholestelo1は主要な生体膜構成々分で，その膜に対するcondensing

effectについては幾多の報告があり，第1章においてもphosphatidylcholine膜の抵抗がcholesterol

の存在下で高くなることを認めた。そこで，phospha亡idylcholine及び小腸全脂質に添加するchole－

sterolを0～1．5％と変化させた時の薬物透過性について検討したところ，高濃度のcholesterol添加

では薬物透過に抑制をもたらしたが，水，91ucoseに対して報告されているほど顕著な抑制効果は認．

められなかった。又，phosphatidylcholineにch。1ester。l　acetateを添加した系において，膜抵抗は

phosphatidylcholi聡単独の場合と同程度であったが，薬物透過係数はcholesterolを添加した膜とほ

ぼ等しい値であった。これらの結果より，膜強化剤として添加したcholesterolは，破壊電圧や膜抵

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（53）



抗を高めるが,本研究で用いた薬物の黒膜透過性には,多足に添加した場合を除いて著明な彰智を及

ぼさないことが明らかとなった｡

第3章 酸性薬物の脂質黒膜透過に及ぼす脂肪酸類の影響

滞2葦において,p-aminobenEOicacid等の黒膜透過性が分配係数から予測されるよりも良く･更

に,他の脂質膜に比して小腸脂質膜で有忠に高いことを明らかにし,リン脂質や他の腸管脂質成分が

解離型敵性進物の透過に寄与していることを言及したO小幌吸収膜面の脂質組成に関しては･Yur-

kowskiら,105'Coltonら115'は小揚粘膜,Forstnerら.70'Kawaiら1エ･"は小腸microvillusmembraneの脂

質について換討L,,それらの組成が主にリン脂質,cholesterDI,遊離脂肪軌 トリグ1)セ リ ドである

ことを確認しており,又,本研究においても班に類似の結果を示したo 一般に,筋】35',136'など一部の

組織を除いて,生体膜構成脂質として本来遊離脂肪酸が存在することは稀であり,小腸脂質に見られ

る遊離脂肪酸は,食餌性脂質や小腸の生理特性に関連していることが考えられる0-万,脂肪酸の膜

に及ぼす作用としては,赤血球137'やリボソ-ム1的の浸透圧抵抗軌 跡抱の融合ユ39)など陵の横道や撤

能に対する彫坪について報告が認められるO

これらの知見を基に,薬物の黒膜透過に及ぼす長鎖脂肪酸粗の影響について検索することは,phos-

phatidylcholine膜と小腺脂質膜に見られた敵性薬物の透過性の相遍を解明する上で重要と考えられ

るO本章では,phosphatidylcholine,小腺脂質に脂肪酸類を添加して形成した膜の薬物透過性,並び

に分画した小腸脂質についても同様に検討し.又,敵性薬物の腸管吸収機構との関連性についても考

察を加えたD

第1節 EggPhosphatidylcholineより形成した脂質黒膜における効果

eggphosphad.dylcholineに脂肪酸を添加して形成した黒膜の薬物透過性について検討を試みたo

Table25は phosphatidylcholine(1%)-CholesteTC-1(0.5形)を対偶とし,それにstearicacid(0･5

罪)を添加して形成した膜における各薬物の透過係数を比較したものである｡steafiCaCidを添加し

た場合,salicylamideの透過係数は対照とほぼ等しく,一方,salicylicacidの透過はやや増加し,

p-aminobenEOicacidでは顕著な透過性増大が認められたOこの stearicacid の薬物透過性に及ぼ

す効果は,先に示した phosphatidylcholine膜と小腸脂Jfjq膜との間に見られる透過性の差と符合して

TabEe25 EffectofStearicAcidonthePermeabilityCoefficients
ofDrugsacrossBlackLipi'dMembranesGeneratedfrom

EggPhosphatidylcholine

Permeabilitycoefficient(10丁5cTn/see)

Con仕ol SteaTicacid(0.5W/v%)

Salicylamide 22.7±1.0~1 21.4土0.5

Salicylicacid 8.9土1.9 11.8土2.3

p-Aminobenzoicacid 7.4士1.0 17.5士2.8

(54)



おり,膜に配向した脂肪髄が酸性薬物,殊に p-aminobeTIZOicacidの透過性増大に関与している可

能性が示噴される｡

次に eggphosphatidylcholineに種々の脂肪艶を添加 して形成 した膜を用い,p-aminobenzoic

acid の透過性について比較放討したoその結果はTable26に示すQ飽和脂肪酸であるlauricacid,

stearicacidの場合,0.5%添加すると同程度に p-aminobenzoicacidの透過性が増大したが,0.1

%では顕著な効果は認められなかったo更に,1.0%添加した場合には.逆に促進効果が減少した.

これに対して,不飽和脂肪酸である oleicacid,linoleicacid,1inolenicacid は,0.1%で十分促

進効果が認められ,Oleicacidで明らかなように0.1%から0.5%に添加藍を増しても透過性にはそ

れほど変化をもたらさなかった｡叉,methyllinoleateや oleylalcoholの添加によっては,ほとんど

促進効果が認められなかったdこれらの結果より,ある露の脂肪酸が膜構成脂質として一定丑存在す

る時,p-aminobenzoicacidの透過性増大が起ると考えられる｡

Tab)e26 EffectofFattyAcidsonthePermeabilityCoefficient
ofp-AminobenzoicAcidacrossBlackLipidMembranes

GeneratedfromEggPhosphatidylcholine

Permeabilitycoefficient
(10-5cm/see)

CDntroI

Laurieacid 0.1%

0.5%

Stearlcacid 0.05%

0.1潔

0.5%

1.0%

01eicacid 0.05%

0.1/co/

0.5%

Linoleicacid 0.1%

Linolenicacid 0,1%

Methyllinoleate 0.5形

01eylalcoho1 0.5%

7.4土1.0

7.0士2.6

17.1土1.8

10.3土1.2

9.4±1,6

ユ7.5主2.8

14.1士2.7

12.1土0.7

13.9土3.1

15.7主1.0

15.1士2.5

13.7±2.2

5.7土1.3

6.8土1.3

Rawaiら114りま,microvillusmembraneにおけるリン脂軌 cholesteroI,脂肪酸,糖脂質の組成はモ

ル比で1.0:1.1:0,7:1.2であることを述べている｡1%phosphatidylcholine-0.3形 cholestero一

0.1%linoleicacid系の場合,])ン脂質の分子免775としてモル比で表示すると1:0.6:0･3となり,

microvinusmembraneの脂肪酸食思においても p-aminobenEOicacidの透過性は促進されるものと
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理解されるo

Korepanovaら- ,は phosphatidylcholine-CholesteroトIinoleicacid系の脂質黒膜について脂肪

酸の添加丑を変え険討したところ,脂肪酸が増すと膜の負電荷は増大するが･膜抵抗は,脂繋モル比

1=1‥3においても多少織少するに過ぎないと述べている0本研究の場合,先の薬物透過実験に用い

た脂肪酸捌 口の黒掛 こおける藷性質を Table27に示したが,対照に比べ大きIi:相速は認め得なかっ

た｡膜抵抗に著明な変化が認められなかったことより,脂肪酸の効果は電解質イオンに対する膜の透

過性変化ではないと推論される｡

更に,脂肪穀による p-aminobenzoicacidの透過性促進効果に対する pHの蓮坪について検討

し,その結果を Table28に示す｡これは pH4.5とpH6.5におけるlinolenicacidの効果を比較

したもので,脂肪酸の促進効果は p-aminobenzoicacidか非解離型で多く存在するpH4･5よりも,

解離型で存在する pH6.5において著明であることが明らかとなった.このことは･p-aminobenEOic

acidの腸管吸収に見られるように,非解離塑分率や分配係数を指標として予測される以上に,生 理

的 pH で吸収性が長いことと相応する結果と考えられるo

Table27 EffectofFattyAcidsonthe.VariousProperties
ofBlackLipidMembranes

Timeof Breakdown Membrane
formation(min) voltage(mv) resistance (ncm2)

Control

Laurieacid

SteaTicacid

Oleicacid

2

1

5

5

]

1

1

5

0

0

0%

%

%

5

5

5

爪U

0

0

250-300 5.9XIO7

250-300 7.5x107

25D-300 7.7X107

250-300 4.9X107

Table28 EffectofLinolenicAcidonthePermeabilityCoefficientof

p-Aminoben叩icAcidacrossBlackLipidMembranesGenerated

fromEggPhosphatidylcholineatpH4.5and6.5

Permeabilitycoe規cient
(10-5cm/see)

pH4.5 pH 6.5

Contro1 20,1j=0.8 7.4j=1.0

Linolenicacid 0.1% 22.2士1.2 13-7士2.2

Gebickiら141)紘,長鎖脂肪酸から形成したリポソーム様の微小球体を0.1M Tris-HCl緩衝液 (pH

乱0)に分散すると,膜近傍の pH は対イオンとして存在する H+のために bulk の pH よりも3

unit低く,それ故脂肪酸の解離は50%程度であることを述べているO又,Hofmannl化)は胆汁酸ミセ

ルで可溶化された脂肪酸の pKaは,陰イオン界面活性剤であるhuriltaurateミセルの場合よりも
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低い値が得られ，．これは同一のbulk　pHに対して胆汁酸．ミセルの表面pHは陰イオン界面活性剤ミ

セルのそれよりも高いことによって説明し得ることを報告している。

　現在までの結果では，薬物のω膜への分配（2膜中の拡散｛3膜からの放出の諸過程において，・

脂肪酸が如何なる作用機序で酸性薬物の憎憎透過に関与しているかは十分論議し得ないが，Gebicki

ら14ユ〕の知見並びにll旨肪酸の効果はpH　4，5よりもpH　6．5において顕著であったこと，　methyl　lino－

leate，。leyl　alcoh。1や後述するmonoleinでは促進効果が乏しかったことを加味すると，脂肪酸の配

向した膜では近傍のpHがbulkよりも低下し，弱酸性の薬物では非解離型の割合が増すために膜へ

の分配過程が促進され，黒膜透過性が増大したものと推i論される。又，p－aminoben20ic　acid（pK：a

4・8）とsalicylic　acid（pKa　3・0）に対する脂肪酸効果の相違も，両者のpK：a値によってある程度説

明されると考える。

　　第2節小腸脂質より形成した脂質黒膜における効果

　前節において，egg　Ph。sphat孟dylcholineに脂肪酸を添加して形成した膜では，　P－aminobenzoic

acid，　salicylic　acidの透過性が増大し，脂質二分子膜に配向した遊離脂肪酸が酸性薬物の透過性に寄

与している可能性が示唆された。そこで本来梼成々分として脂肪酸を含有している小腸粘膜脂質につ

いて，脂肪酸の添加や小腸粘膜脂質を分画し，p－amin。ben20ic　acidの透過性に及ぼすそれらの影響

について検討を加え，又，egg　Phosphatidylcholine膜の場合と比較考察した。

Table　29　Effect　of　Fatty　Acids　on　the　Permeability　Coeffic三6nt　of

　　　　　p礁lninoben宕oic　Acid　across　Black　Lipid　Membranes

　　　　　Generated　from　IRtestinal　Lipid

P合rmeability　coefficient

　　（1σ5cm／sec）

Control

Stearic　acid

01eic　acid

0．1％

・o．5％

o．1％

14、4±2．5

10．8±3．0

8．9士1．1

12．8圭1．2

　Table　29は，小腸脂質に脂肪酸を添加して轡型を形成し，　p－aminoben呂oic　acidの透過性を調べた

ものである。小腸全脂質膜におけるP－aminobenzoic　acidの透過係数は，　phosphatidylcholine膜1こ

比べ約1．6倍大きな値が得られたが，これに更にstearic　acid，　oleic　acidを添加してもそれ以上の透

過性増大は見られなかった。逆に，0．5％stearic　acid添加によりP－aminobe脇oic　acidの透過係

数に減少を認めた。これは多量の脂肪酸の存在によって，膜の流動性変化など別の因子の影響とも考

えられるが，その詳細については未検討である。

　次に小腸粘膜脂質中の脂肪酸の寄与牽詳細に検索するため・全脂質をケイ酸カラムクロマトグラフ

ィrによりリン脂質画分と脂肪酸，cholestρrolなどを含む中性脂質画分に分離」各脂質画分につ

いて考察を加えた。分離した脂質の薄層クロマトグラムをFig・41に示した。これから明らかなよう

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（57）



に，リン脂質画分，中性脂質高分の分離は完全であった。又，中性脂質面分を薄層で展開後，脂肪酸

部分をかき取り定量したところ，脂肪酸は全中性脂質の約30％を占めていた。リン脂質画分をchlOro－

for皿＝血ethanol：water（65：25：4by　v61ume＞系で展關したところ，それらは主にphosphatidyl－

choli丑e，　phosphat三dyleth＆aolamine．であることが確認された。

TG→

FぎA→

CHOL→
　　MG→

（Orig三n）　PL　→

●
●

●

に｝

●

（2）

●

●
●

　噌

〔3）

｛DIntestinal　tota正1ipids

〔2〕Intestinal　phospholipids

（3）．Intestinal　neutraI　lipids

Fig．41　ThiR　Layer　Chro皿atogram．of　Intestinal　Mucos紅1　Lipids

　　　　Developing　solvent，　hexane：　ethyl　とther：acetic　acidコ70：30二1

　　　　Key：PL，　phOspholipids；MG，皿onoglyceride5；CHOL，　cholestero【；

　　　　FFA，　fτee　fa亡ty　acids；TG，　triglycerides

Table　30　E壬fect　of　Fatty　Acids　on　the　Permeability　Coefficient　of

　　　　　　　　　p－Alninobenzoio　Acid　across　Black：L五pid　Me曲ranes

　　　　　　　　　Gei巳rated　from　Intestinal　Phospholipids

Permeability　COefficient
　　　　（10■5　c皿／sec）

Egg　phosphatidylcholine

htestiEal　t・tanipid

‡■｝tes三τ1a董phosかholipids

　　　　＋　　01eic　acid

　　　　十　　　　Linolenio　acid

0．1％

O，1％

7．4±1．0

14．4±2．5

7．6ま：1．1

14，9士1．7

15．3士1．5

　　小腸リン脂質画分を．用いて形成した膜におけるpraminobe雌oic　acid．の透過．係数は・Table　30に

示し．たように7，6x1040m／secで，小腸全脂質膜の値より大幅に減少し，　phospha亡id了lcholine膜と．ほ

．ぽ等．しくなった。ノ1・腸．リン脂質画命には，pヒ。8phatidア1ch。1ine，　ph。5phatidylethanola血ineも存在し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（58＞



Table　31　Effect　of　Intestinal　Neutra1：Lipids　and　Monolとin　on　th6

　　　　　Permeab；litγCgefficl母nt　of　p－A卑inobeロzqic　Acid　acros5

　　　　　Black　Lipid　Membranes　G6nera吐6d　fr6m　Egg　Phospha－

　　　　　tidyユcholi且e　　　　　　　　．　　　　　　　　・　　　　　．．　．　　昌

Perh〕eability　coefficient

　　　（10－5cm／sec）

ControI

In亡estina玉neutral　lipid5

Mono】ein

O．3％

0．1％

7．4±1．0

15．9土1．1

9．9±1．0

ており，egg　Phosphatidy正ch。lineとは多少異なるが，このリン脂質画分だけでは小腸全脂質膜にお

いてp－aminobe臨oic　acidの透過性の良いことを説明することはできない。しかし，このリン脂質

画分にoleic　acid，　Iinolenic　acidなどの脂肪酸を添加して形成した三二では，　P－aminqben20ic　add

の透過性が増大し，小腸全脂質膜に見られた透過係数1にほぼ回復した。

　更に，脂肪酸などを含む中牲脂質三分の寄与を明確にするために，Table　31に示す如くP－amin。

ben聾oic　acldのphospLatidylcholi肥膜透5愚性に対する中性脂質画分添加の影響について検討したと

ころ，P－aminobenzoic　acidの透過性はphosphatidylcholine膜に比し有意に増大することが認めら

れた。又，小腸中性脂質としては，cholesterol，脂肪酸の他にグリセリ．ドも存在している。そこで，

グリセリドの一つとしてmqn。1einをpho5phatidylcholineに添加して膜を形成し，　p－alninoben20ic

acidの透過性を検討したが，顕著な効果は認められなかった。これらの結果より，　p－amimbe田φc

acidの透過性増大に関与しているのは，小腸中性脂質二分中の脂肪酸であることが判明した。

　Stricker】43，は，消化管吸収のsimulat。rを開発するたあに種々のIipid　barrierについて検討し．た

結果，caprylic　acid－lauryl　aicohol（80：20）をしみこませたme皿brane　filterは腸管粘膜モデルと

して最も妥当であり，酸性薬物のin　vivo腸管吸収の動向ともかなり相関性を有することを報告して

いる。このllpidもarrierは，リン脂質の二分子屈を基盤とした一般の生体膜モデル144｝とは形態を異

にするが，Brodieら，ユ08）Ford亡ranら】45｝は小腸上皮細胞の理論的モデルとして；管腔表面はわずかに

酸性であり，膜近傍ではH＋を含む陽イオンが二二に存在すると唱えていることを考慮すると，皿em－

brahe　filter中のcapry工ic　acidが小腸粘膜に類似した機能を果していることが推察される。

　本研究では，脂肪酸が小腸micr。vi11us　membτaneの構成脂質であることに着目して，薬物の黒膜

透過に及ぼす各種脂肪酸類の影響について検討を加えた。phosphatldylcholineに脂肪酸を添加し形

成した膜では，p－aminobenzoic　acidや呂alicylic　acidの透過性が促進されることを前節において言

及したが，更に小腸脂質膜のp－aminobenzoic　acidに対する透過性はph。sphatidylcholine膜に比

して大きく，これには小腸中性脂質画分中の脂肪酸が主因となっていることを明らかにした。以上の

結果は，小腸粘膜のmicrovinus　membrane｝こ配向している遊離脂肪酸が，酸性薬物の易吸収性に寄

与していることを示唆するものであり，これら薬物の消化管吸収機構を解明する上で興味ある知見と

考えられる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
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第3節 考 察

前章で示した小旗脂質膜と他の脂質陸系における薬物透過性の相連について,小腸粘膜脂質成分で

ある脂肪酸に注目して解明を試みるために,eggphosphatidylcholine,小腹脂質を用いて脂肪酸類添

加の鮮替並びに小腸脂質の分画の鮮管について検討を加えたD

phosphatidylcholine-cholesterol系にstearicacid0.5%を添加し形成した膜の薬物透過性を放棄

したところ,salicylamideでは有意な効果を認め得なかったが,p-aminobeTuOicacid,salicylicacid

は対照に比べ増大し,小腸脂質の場合と類似した透過係数が得られたO不飽和脂肪酸では0.1%の添

加によってもp-aminDbenzoicacidの透過を頴著に促進したが,methyllinoleate,rnonoleinの促進

効果は少なかった｡叉,p-aminobenzoicacidに対する脂肪髄の効果は,pH4.5よりもpH6_5にお

いて著明であることがわかった｡

一方,構成々分として脂肪酸が存在している小腸脂質について p-aminobenEOicacidの透過性を

検討したところ.脂肪酸を添加してもそれ以上の透過性増大は見られず,むしろstearicacid0.5%

轟加によりp-去minobenzoicacidの透過係数が減少したD 次に小股全脂質をリン脂質画分と chole-

sterol,脂肪酸を含む中性脂質画分に分離し,各脂質画分の p-aminobenzoicacid透過に対する寄与

を換討したO リン脂質画分から形成した膜の透過係数は, 全脂質膜の値より減少し,pllOSphatidyl-

choline膜の借とほぼ等しくなった｡ このリン脂質画分に脂肪酸を加えた膜では,p-aminobenzoic

acidの透過が再び増し,又,eggphosphatidylcholineに中性勝野画分を添加して形成した膜でも透

過性増大を認めたO従って,小腸脂質膜の p-aminobenzoicacid に対する透過性が eggphospha-

tidylcholine陵に比して大きいのは,小腸中性脂質画分中の脂肪酸に起因することが判明したD

以上の知見より,小腸粘膜の microvillusmembraneに配向している脂肪酸が,生理的 pH商域に

おける乾性薬物の畠吸収性に寄与していることが推察されたO
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結
-=A
F7-間

以上,著者は3編目こわたり水溶性薬物の消化管吸収に及ぼす脂肪酸類の諾軌 及びその機構につい

て検討を加え次のような結論を得た｡

(日 薬物の消化管吸収に及ぼす脂肪酸類の影背

腹管腔内や吸収膜面に対する脂肪酸の効果を明らかにするために,脂肪酸の物理化学的性状や吸収

特性を考慮して短鋭,中鎖脂肪酸は水溶液とし,長鎖脂肪酸は主に胆汁酸塩で可溶化して用い,薬物

の消化管吸収に及ぼす窟智について insituラット吸収実験法により検討したC

短銃脂肪鞍を添加することにより,生理的 pH 領域で負電荷を有する酸性薬物では吸収が抑制さ

礼,一方正電荷を有する塩基性薬物及び非解離型で存在する中性薬物では吸収が促進された｡更にこ

れと関連して,水の吸収促進及び壮洗液 pH の増大が認められたo又,中鎖脂肪酸の共存によって

もほぼ同様の効果が見られたO薬物と脂肪酸との相互作用,及び小腸吸収膜面に対する脂肪酸の直接

作用は認められず,薬物吸収に及ぼすこれら脂肪酸の-'TBE哲は水の移動,腸粘膜近傍の pH 変化など

の生理的効果によることが明らかとなった｡

次に,脂肪を摂取した時,腸管内で生ずる脂肪酸やモノグリセリド並びに分泌される胆汁酸塩など

の挙動と関連して薬物の腸管吸収を考察するために,長鎖脂肪酸類可溶化溶液からの薬物吸収につい

て検討を行ったところ,脂溶性の高い薬物では膿汁敬塩単独の場合に比べ吸収抑制が,叉水溶性の難

吸収性薬物では胆汁酸塩による吸収促進作用の減少が認められたoこれらの影響は,長鎖脂肪酸が胆

汁酸塩と混合ミセルを形成することによる蓮物-ミセル相互作用の増大や,胆汁酸塩の吸収膜面に対

する値接作用の捷和に起因する効果であると考えられたロ

川 ) 某物の消化管吸収に及ぼす食餌性脂質の辞哲

次に,生理的状態に近い系において投与された食餌性脂質の消化管粘膜に及ぼす効果を明らかにす

るために,脂肪酸類を胃内に1回投与,あるいは剰 曽肪食を一定期間連続投与したラ･yト腸管からの

薬物吸収について検討を加えたD

小腸組織への事故性の大きい bromsulfophthaleinなどの水溶性色素では･長鎖脂肪酸類胃内前投

与により腸管への苛税が減少したが,血流中-の移行は増大したO一万･能動輸送される L-trypto-

phanは中鎖脂肪酸類胃内前投与において吸収抑制が認められたD 薬物吸収に見られるこのような興

味ある変動は,i｡situ,invitro実験結果より･吸収膜面あるいは上皮細胞内に存在する脂肪酸の

軌 種類に支配された効果であることが明らかとなったo

酬 旨肪食を投与したラットでは,sulfaguanidine･metoclopramide･A･C･D且 などの中性･塩基性
薬物の吸収は変化しなかったが,酸性薬物である p-aminoben五Oicacid,Sulfisoxazoleなどでは腸管

吸収の怯-F･が認められたO小腸 brushborder脂質組成を検討 したところ･正常時には主にリン脂

乳 cholesterol,脂肪酪 トリグリセリドから成っていたが･無脂肪食投与の場合脂肪酸が減少 して

おり,後述の膜透過実験と併せ考察した結見 これが酸性薬物の吸収に一部関与していることが判明

したo ノ

(Ⅱ)薬物の脂質黒膜透過に及ぼす脂肪酸類の鮮密
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(I)川 )で薬物の insitu消化管吸収に及ぼす脂肪酸類の-E3軌 こついて検索し,主に管艦内や小腸

粘膜における種々の効果を明らかにした｡更に,薬物吸収の律速段階と考えられている brusllbor-

deT膜の透過性に,捌 旨質組成の脂肪酸が関与することを認めた｡膜レベルにおける脂肪酸類の役割

を明らかにすることは,薬物の吸収機構を解明する上で重要な問題であるが,insitu吸収実験法で

は多くの要因が関与するため基礎的検討が配鍵である｡著者は,再構成膜として脂質黒膜を用い,小

腸粘膜腺n:Eや eggphosphatidylcholineなどから形成した膜の薬物透過軌 並びにこれに対する脂肪

酸類の効果について考察を加えた｡

薬物の黒膜透過性は,脂溶性の高い salicylamideにおいて大きかったが,p-aminobenヱOicacidな

どの酸性薬物の場合には分配係数から予朔されるよりも良く,しかもphosphatidylcholineや他の臓

器脂質に比べ小腸全脂質系で大きな透過係数か得られたOこれら酸性薬物は insitu小腸吸収衰験で

もいわゆる pH一分配仮説に従わず,生理的 pH 債域で吸収の良いことが報告されている｡

phosphatidylcllOlineに種々の脂肪酸を添加した膜は p-aminobenzoicacid,Salicylicacidの透過

性増大が認められたが,小腸全脂質では脂肪酸を添加しても透過係数は増加しなかった｡Jjヽ腸全脂質

をリン脂質画分と脂肪酸,CIldester81などを含む中性脂質両分に分離すると, リン脂質画分の膜に

おける p-aminobenBOicacidの透過係数は phosphatidylcholine膜の値とほぼ等しくなった｡リン

脂質画分に脂肪酸を加えるとp-aminobenzoicacidの透過性は増大し,又 phosphatidycholineに中

性脂質画分を添加しても透過性が増大した｡

これらの結果より,小過粘膜脂質より形成された膜は他の脂質の膜とは異なった避物透過性を示す

こと,rL更に小股粘膜脂質中の脂肪酸が p-aminobenLOicacidなどの敵性薬物の透過を促進している

･ことが明らかとなり,小腸の microvillusmembTaTleに配向している遊離脂肪酸が,酸性薬物の易吸

収性に関与していることが示唆された｡

以上,著者は水溶性薬物の消化管取掛 こ及ぼす脂肪酸類の影響に関して,脂肪酸共存による効果,

食餌性脂質の腸管粘膜に対する効果,更に invitro人工膜における構成脂質としての脂肪酸の役割

について系統的に換封を行ったoその結果,薬物の物理化学的性状や腸管吸収特性,並びに脂肪酸の

雇類やその投与法に相応して,(1)短垂B,中鎖脂肪酸の吸収に伴う水の移動や吸収膜面近傍のpH増大

によって薬物の吸収が変化する場合,(2)胆汁酸塩-長鎖脂肪酸類混合ミセルとの相互作用によって有

効薬物進度が低下する場合,(3j混合ミセルあるいは脂肪酸の吸収膜面に対する直せ作用によって透過

性や能動輸送系が変化する場合,(4)細胞質タンパクに負荷された長鎖脂肪酸によって薬物の上皮細胞

内移行性が変化する場乱 (51険に配向した脂肪酸によって酸性薬物の透過が促進される場合など,薬

物の吸収が,これまで未知であった脂肪酸のこのような種々の作用によって変化するという展昧ある

事実考明らかにすることができたOこれらの研究籍果軌 薬物のbioavailabilityや製剤添加物の評

価,製剤学的手法による dfugdeliverysystem への応用,並びに消化管吸収地溝の解明上有益な基

並的知見となりうるものと考える｡
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実 験 の 部

第Ⅰ編 実 験 の 部

第 1章 短積脂肪酸の影響

(1-1)モデル薬物のラット小腸からの吸収

(1)試薬及び試料溶液の調製

pyridine-2-aldoximemethiodide(PAN.と略す),bromsulfophthalein は Sigma杜のもの,

bromphenolblue,evansblueは Merck社のもの,metoclopramide,2-allyloxy-4-chloro-好一(2-di-

ethylamir10ethyl)benzamidehydrochloride(A.C.D.B.と略す),imipramineは藤沢薬品より供与さ

れたもの,pTOCainamideは Squibb社より供与されたもの,他の薬物は局方品あるいは市販特級品

を用いた｡

通常pH6.5等張 リン敢程街液 (0.163M NaH2POr O.123M N軸HPOl)に薬物を溶解して試料

溶液とした｡

(2) 吸収葉酸法

体重160-210gの Wistar系雄性ラットを実験前15-20時間絶食し,pentobarbital(40-45mg/

kg)で麻酔後固定するO腹部正中線に沿って開腹し幽門部と回盲接合部にカテーテルを挿入し括染す

るO胆汁の聾静を除外するため胆管も同時に結染しておくo生理食塩水で小腸内を洗浄後カテーテル

を碓昧ポンプに填親し,毎分5mlの速度で370に加温した試料溶液40mlを連続健流する｡叉,値

腸鼠は実験中36-370に保つO津流開始一定時間後に腸管内の濯洗液をできるだけ回収し,次いで生

理食境水で装置及び腸管陸内を洗浄するo洗液を荘洗液に加え金星を100mlとし定見に供したO吸

収壁は.原液と回収液中の韮物最の差から許出したO

(3) 薬物の定免法

日立181形分光光庶計を用いて柴外部及び可視部の吸光度測定により定見した｡

(a)SulLadirnethoxine,Sulfaguanidine,Sulfanilamide,Sulfisoxazole,p-ATninobenヱOicacid,

SdfaniliCacid,Procainamide,Metoclopramide

換披 く0,04mM)lmlに1N-HC15ml,及び0.2形 NaNO2溶液0.2mlを加え3分間放置する.

0.2% sulfamicacid溶液0.5mlを加え更に3分間放置した後,0.2%津田試液0.2mlを加えて呈

色させる｡metoclopra血deはジアゾ化物が不安定であるため遮光,水冷下で行う必要がある｡

SulfiS0ⅩBZOle,p-amiTIObenzoicacidは呈色30分後,その他は15分後に NaC13g,isoamylalcoho15

mlを加え,10分間頼とう後遠心分離し,isoamylalcohol屈の吸光度を次の披長で測定したo

sulfadimethoxine,Sulfaguanidine,Sulfanilamide:550mm,Sulfisoxazole,p-aminobenzoicacid:

555nm,slllfaniliCacid:560nm,procainamide:562nm,metoclopramide:541nm

(ち)Salicylicacid

換液 (0.08mM)4mlに4N-HCllml,chloroform 5mlを加え,15分間振とう後遠心分離するO
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水層を除去し，ch1。rof。rm層3皿1に0．5N－NaOH　5　mlを加え15分間振とう後遠心分離する。水屈

4mlに4N－HCI　lmlを加え302　nlnにおける吸光度を測定した。　　　　’　　i　　　　l

　（c）Caffeine

　検液’（0．4mM）1m1にchloroform　6　mlを加え，30分間振とう後下心分離し，　chloroform層の

276nmにおける吸光度を測定した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．　．　　　二

　（d）P．A．M．

　検液（0．41hM）1mlに0．1・N－HCI　4　mユ，　isoamyhユcoho1（予め蒸留水で飽和）を加え，20分間振

とう後遠心分離する。水層3m1にO．2．．N－NaOH　5　mlを加え336　hbにおける吸光度を測定した。．1

　．（e）Quinine

　検液（0．08皿M）2m1に3N－NaQH　l　ml，　ethylene　dichloride　7　mlを加え，20分間振とう後遠

心分離する。ethylene　dich工oride層5m1に1N－HCI　5　m1を加え，．10分間振とう後遠心分離し，水

層の25ユnmにおける吸光度を測定した。

　（f）AC．D．B．

　検液（0．4mM）lm1に1N－NaOH　1皿1，　NaCl　O．5琶，　ben£ene　5　mlを加え，30分間振とう後

遠心分離しbenzene屈の294　nmにおける吸光度をben2eneに対して測定した。

　（9）Imipramine

　呼野（0．4mM）1m1に3N－NaOH　l　ml，　NaCI　l　g，　n－heptane　7皿1を加え，30分間振とう後遠

心分離する。heptane層5m1に1N－HCI　5　mlを加え，ユ5分間振とう後遠心分離し，水層の251　nm

における吸光度を測定した。

　（h）Bromsulfophthalein

　検液（0．04mM）1mユに0．2MNa2CO3溶液5mlを加え580㎝における吸光度を測定した。

　（i）Phenol　red

　検液（0．04mM）1mlに1N－NaOH　5　mlを加え｝557　mnにおける吸光度を測定した。

　（j）Bromphenol　blue

　検液（0．04mM）ユm1にpH　7，4リン酸緩衝液5m1を加え，600　nmにおける吸光度を測定した。

　（k）Evans　bIue

　汁液（0．04mM）1mlに生理食塩水5m1を加え，620　nmにおける吸光度を測定した。

　（1）Methylene　blue

　検液（0．04mM）1m1にNaC10．5．g，　ethylene　dichloride　71nlを加え，15分間振とう後遠心分

離し，ethyiene　dlchloride屈の657　nm．における吸光度を測定した。

　（m）レ，D－Tryptophan

　Spiesら146）の方法のうち，　A法を準用した。褐色試験管にp－dimethylamipobenzal　dehyde　30　mg

を含む2N－H2SO41m1，18．7N－H2SO司7．　ml．を加え混和した後，検液．（0．2mM）1mlを加え町

回，、暗所にて4時間放置する。更に0．068％NaNQ2溶液0．1m】を加え，1時間放置した後585　nm

における吸光度を測定した。

　紛．モデル薬物の小腸からの吸収　　　．

　（2）の方法に従って，pH　6．5における各種モデル薬物の1時間の吸収率を測定した。結果は総論の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（65）



部Table　2に示した。　　　　　’

　（1－2）短鎖脂肪酸の吸収

　（1）試薬及び試料溶液の調製

　propion三。　acidはMerck社のもの，　butyric　acid，　capr。三。　acid，皿ethyl　butyrateは半井化学の

ものを用いた。

　脂肪酸を含む試料溶液の調製は，脂肪酸及び当量のNaOHを等張リン酸緩衝液に溶解し・これら

を等張化するため計算量の蒸留水を加えた後pH　6．5に調整して用いた。　Na－freeのInannitol溶液

は，脂肪酸及び当量のKOHを蒸留水に溶解し，更に等張化皿のmannito1を加えpH　6。5に調整し

て用いた。

　（2）短鎖脂肪酸の定量

　短鎖脂肪酸の定量はBaker1｛ηの方法を一部変更し，以下の条件でガスクロマトグラフィーにより

行った。

　Colum皿：1．5m×3．　O　mm（i．d．），　glass

　Packing＝10％FFAP　on　acid－washed，　silani2ed　Chromosorb　W（60－80　mesh）

　Column　temperature：145。

　工njection　temperature；240。

　N2　flow　rate：40　ml／miR

　H2　flow　rate：40．m1／min

　Air　flow　rate＝700皿1／min

　Sample　size＝2μI

　ApParatus＝Shimadzu㏄一5A　FID

　注入試料は，脂肪酸を含む希釈した灌流液51n1に25％metapho5phoric　acid　l　Inlを加え除タン

パクし，遠心分離後その上澄を使用した。内部標準としてはcaproic　acidあるいはbutyr三。　acidを

用いた。

　（3｝Butyric　acidの吸収

　結果は総論の部Fig，　L　Table　3に示した。

　（1－3）薬物の吸収に及ぼす影響

　（1｝薬物の吸収に及ぼすbutyric　acidの寿彰響

　（1－1）（1－2）に記載した方法に従って，薬物及び種々の濃度のbutyric　acidを含む試料溶液

を調製し，吸収実験を行った。薬物の吸収は30分間の吸収率で表わし，通常少なくともラット4匹の

平均値士標準偏差値を示した。結果は総論の部Table　4，Fig．2，Fig．3に示した。

　（2）薬物の反転腸管への取り込みに及ぼすbutyric　acidの影響

　ラットはpentobarbita工麻酔下で，小腸を摘出し冷生理食塩水で腸管の内外を洗浄後，水分をぬぐ

いとり反転する。漿膜側に何も入れない状態で袋とし，吸収実験と同じ濃度の試料溶液10ml中に浸

し37。で1分間インキュベートした後，外液の薬物濃度の減少から取り込まれた量を算出した。結果

はTaわle　1に示す。
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Table　1 Effect　of　Butyric　Acid　on　the　Uptake　of　D加gs

into　the　Everted　Intestine

Uptake　into　the　intestine　in　l　miロ　（％）

Drug
COntrO1 501nM　Butyric　acid

Sulfi50xa201e

Salicylic　acid

Metocloprami4e

A．C．DB．

1．8士1．3

11．9士0．3

4．8±0．9’

10，0＝』1．6

1，8士1．3

11．7；ヒ0昏7

5．5±1．4

11．5＝ヒ0．5

　㈲　薬勧の分配係数に及ぼす脂肪酸の影響

　吸収実験の際と同様に薬物及び脂肪酸を緩衝液に溶解する。この試料溶液5mlを共栓試験管に取．

り，chloroform　5　mlを加え37。で10分毎に30秒聞激しく振とうする。この操作を1時間繰り返し，両

層が分離するまで放置する。水層中の薬物を定量し，見かけの分配係数を次式から求めた。．

見捌の畑慰一水層中の ?[重雨下不離雛中の濃度

結果はTable　2に示す。

丁ヨble　2 Effect　of　Fatty　Acids　on　the　Apparent　Partition　Coefficieロt

of　Drugs　to　Chloroform　a亡pH　6．5

Partition　coefficien亡
Drug

・・・…1P「堰fc －］Butyric

　acid

Caproic

　acid

Sulfisoxa呂ole

．Caffeine

Metoclopramide

0．1

17．5

2．8

0．1

19，1

3．3

0．1

工8．8

2．3

0．1

19、8

5，0

Concentration　of　fatty　acids富50　mM

Table　3 Effect　of　Pretreatment　with　Butyric　Ac主d　on　the

Absorption　of．Drugs

％ab50rbod　in　30　minutes
Drug

Contro1 Coexistence Pretreatment

Sulfisoxazole

Caffeine

Metoclopramide

30．7±2．5

46．9±5．6

122±2．9

　　　’

20．6圭4．3

55．4±7．4

26．0±3．2

28．7±1．3

49．4±1．8

16．0士1。4

Concen亡ration　of　butyrio耳dd＝50　n1．M
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　14）薬物の吸収に及ぼすbutyric　acid前露座の影響．

　（1－1）（2）で述べた方法に従って，まず薬勿を含まない脂肪酸溶液で30分間漣流後，37。に温めた

生理食塩水で腸管腔内を洗浄する。次に薬物のみ含む試料溶液を30分間灌流し、薬物の吸収率を測定

した。結果はTable　3に示す。

　（1－4）薬物の吸収と水の移動との関連性

　ω　凝固点降下法による軸流液の浸透圧測定

　Beckmann凝固点測定装置を用い，生理食塩水，　pH　6．5等張リン酸緩衝液・50　mM　butアric　acid

溶液及び灌流実験後のbutyric　acid溶液について凝固点降下度を測定した。結果はTable　4に示

す。

Table　4　Freezing　Po量nt　Depression　of　Vβrious　Solutions

Freeziロ9　Po三nt　depression　（。C）

0．45％NaCI　sollltion・

0．90％NaCl　solution

工sotonic　phosphate　buffer

50mM：Butyric　acid　501ution

　　〃　perfused｛or．30　minutes

　　〃　perfused　for　60　minutes

0．30

0．60

0．59

0．61

0．61

0，61

　（2）水の吸収量及び水の移動比の測定

　試料溶液40m1をメスシリンダーに入れ・（1－1X言）の方法に従い吸収実験を行う。灌流開始後5

分毎にその奮積を測定し，容積変化の直線から30分間の容積減少量を求め水の吸収量とした。更に次

の式より灌流前後の容稜比を卸出し，これを水の移動比とした。

水の鰍一二四一4。一響収量

結果は総論の部Fig．4，　Tab正e　5に示した。

　㈹薬物の吸収と水の移動との関連性

　各種脂肪酸類共存時における薬物の吸収率と水の移動比との関係について検討した・なお回帰直線

は，等張緩衝液の他に％等張・％等張緩衝液（pH　6・5）で薬物のみ含む試料溶液を調製し，これら

の薬物吸収率，並びに水の移動比を測定して求めた。結果は総論の部Fig・5，Fig・6・Fig・7に示

した。

　（1－5）欝注薬物の腸管腔内への移行性に及ぼす影響

　〔1）小腸管腔内へ分泌される薬物量の測定（Exsoπption実験）

　（1－1）（21で述べた吸収実験の場合と同様に手術する。sulf五soxa猛ole（301n8）あるいは皿etoclo－

pramide（8　mg）を含む50％NIN’一dimethylacetamide一生理食塩水溶液0・5mlをラット大腿静脈
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から静注し，同時に腸管内にはpH　6．5等張リン酸緩衝液を毎分5mlの速度で1回謹流する。山流

液は5分毎に集め，回収した液に含まれる薬物量からexsorption速度を算出する。脂肪酸の影響を

検討する場合には，1時間後より灌流液は脂肪酸を含む緩衝液とし，更に1時間後には再び脂肪酸を

含まない緩衝液に戻した。

　〔2）薬物の定量法

　（a）　Sulfisoxazole

　検液5皿Rζ濃HCI　O，5mlを加え，以下（1－1）（3）（a）に従ってジアゾ化法により定量した。

　（b）Metoclopramide

　Aritaら148，の方法によって未変化体を分離定量した・検液5m王に2N－NaOH　l　ml，　chloroform　5

凪工を加え，20分間振とう後遠心分誇噂する。更にchlor。form層3m工に0．067　M　K：H：2PO44m1を

加え10分間振とう後遠心分離する。水層3m1に2N－HC12mlを加え，以下（1一一1）㈲（a）に従っ

てジアゾ化法により定量した。

　〔3）静注薬物の腸管腔内への移行性に及ぼす影響

　結果は総論の部Fig．8に示したb

第2章．中鎖脂肪酸の彫響

　（2－1）薬物の吸収に及ぼす影響

　ω　試薬

　caprylic　acidは東京化成のものを用いた。

　（2）薬物の吸収に及ぼすcapτylic　acidの影響

　吸収実験は（1－1）（1－2）（1－3）（1㎞4）に記載した方法に従って行った。結果は総論の部

　Table　6，Fig．10，　Fig，11，　Fig．12，　Fig，13，　Fig．14に示した。

　（3）Sulfisoxa201eの吸収に及ぼすcaprylic　acid前処置の影響

　（1－3）14）で述べた方法に従って，30mM　caprylic　acidの前処置の影響について検討し，薬物の

吸収率及び水の移動比を測定した。対照は緩衝液のみで前処置を行った。結果はTab165に示す。

Table　5　Effec亡of　Pretreatment　with　Caprylic　Acid　on　the

　　　　Absorption　of　Sulfisoxazole

％absorbed　in　30　min　Water　transfer　ratio

Contro1

30mM　Caprylic　acid

24．8士3．3

26．1圭0．9

0．99：』：0．00

0．99≡ヒO．01

　（4）Caprylic　acidの定量

　回収液中のcaprylic　acidはCohenら1｛9，召）方法に従って抽出し，ガスクロマトグラフィーにより

定量した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（69）



故液2mlに1N-H2SO41m1,ethanol-toluene(1‥2byvolume)9mlを加え･10分間掠とう後遠

心分離するotoluene層1m描 取り械圧乾固した後,内部標準としてchloroformに溶解したdecanoic

acid-1mlを加え注入試料としたOガスクロマ トグラフィーは以下の条件で行った｡

Column:1.5mX3.0mm (i.a.),glass

packing:DE仁S+H3POJ(5+1形)onacid-washed,silanizedChromosorbW (60-80mesh)

ColumTltemperature :1300

lnjectiontemperature :200c

N2flowrate:60ml/mュn

H2flowrate:50ml/min

Airflowrate:900ml/mュn

SamplesiEe:2FLI

ApparatuS:ShimadzuGC16AFID

(2-2)静江薬物の腸管膜内への移行性に及ぼす謬額

sulfisoxazole,metOClop,amideの投与丑はそれぞれ30Ing,4mg とし,脂肪酸溶液は20mM

caprylicacidあるいは3OmM caprylicacidを用い,(1-5)に示した方法に従って行ったO結果

は総論の部 Fig.15に示した｡

第 3章 長銀脂肪恵の影響

(3-1)薬物の吸収に及ぼす影響

(1)試薬

laurieacid,palmiticacid,sodium laurylsulfateは半井化学のもの,Oleicacid,oleylalcohol,

mondeinは東京化成のものを用いた｡sodiumtaurocholat巳は Norman150}の方法に従って合成し,

薄層クロマトグラフィーで単一のものを使用した｡

(幻 吸収実験法

長削 旨肪観は水に難溶性であるため,sodiumtauroCholateあるいは 占Odilユmlaurylsu血teなどの

界面活性剤で可溶化して用いたoすなわち.pH6.5等張lJン駿援衝碇に薬物を溶解し,種々の鵜匠

の脂肪酸類及び界面活性剤を添加して試料溶液とし,(1-1)で示した方法に従って吸収実験を行

い,1時間の吸収率を測定した｡

TabEe6 EffectofSodiumLaurylSulfateandOleicAcidonthe

ITlteStillalAbsorpdonofAC.D.B,

AdjuvaTlt

Control

20mM Sodiumlaurylsulfate

20T 6SA iu蒜 ｡liacurayclidSulfate

%absorbedin60minutes

43.1土2.8

15.0土1.3

10.8土0.1
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　㈲　薬物吸収に及ぼす影響

　結果はTable　6，総論の部Table　7に示した。

　㈲　薬物の吸収に及ぼす前処置の影響

　（1－3）（4）で述べた方法に従って行い，1時間の吸収率を測定した。結果は総論の部Fig．16に示

した。

　㈲　ミセル相互作用の測定

　Sephadex　G－25　Fine（Pharmacia社）を用いAshw。rthら59）の分子箭法に準じた。ゲルの外側容

積の測定にはBlue　Dextran　2000（平均分子量2，000，000　Pharmacia社）を使用した。

　（a）　検量線の作成

　薬物及びBlue　Dextlanそれぞれについて検量線を作成する。Blue　Dextranの定量は水溶液の

622nmにおける吸光度を測定した。

　（b）外液の体積の測定

　Sephadex　4．000　gにpH　6．5等張Ijン酸緩衝液15　mlを加え2時間膨潤させる。次に0．1％Blue

Dextran　5　mlと緩衝液5．m1を加え，37。で1時間振とう後15分間静置する。その上澄液を取り，遠

心分離してBlue　Dextranを定量する。検量線からその濃度を求め，　Sephadex網目構造の外液体稜

を算定した。結果は15．45m1であった。

　（c）　内相（Sephadex網目構造内）の薬物量と外液の薬物濃度との闘係

　膨面Sephadexに緩衝液5mlと適当な濃度の薬物溶液5mlを加え，（b）と同様に操作後，薬物

の定量を行なう。外液の薬物濃度と外液の体積（15．45ml）から外液の薬物量を算出し，添加した薬

物量との差から内相の薬物量を求めた。縦軸に内相の薬物量，横軸に外液の薬物濃度をとると直線関

係が得られた。

　（d）　ミセル複合体形成の測定

　吸収実験に用いた濃度の5倍濃度の脂肪酸可溶化溶液5m正及び薬物溶液5m1を膨潤Sephadexに

加え，37。で1時間振とうする。15分聞静置して上澄液を操記し，遠心分離後，薬物を定量する。外

液の薬物濃度と外液の体積（15．45ml）から外液の薬物量（遊離薬物とミセル複合体形成した薬物の

和）が算出される。添加した薬物量との差から内相の薬物量が求められ，（c）で得られた関係から外

液中の遊離薬物濃度，遊離薬物量が算定される。薬物のミセル複合体形成は次の値で表示した。

　遊離薬物量十ミセル複合体形成薬物量．

　　　　　　　遊離薬物量

　結果は3例の平均とし，総論の部Table　8，Rg．17，　Fig，18｝こ示した。

　（3－2）Procaina皿ideに対する効果

　結果は総論の部Table　9に示した。

　（3－3）A．CD．B．に対する効果

　結果は総論の部Fig．17，　Fig．18に示した。

（7工）



第Ⅰ編 実 験 の 部

第 1章 脂肪酸類胃内前投与の影響

(1-1)薬物の吸収に及ぼす聾樺

(1)試薬

caprylicacid,Oleicacid,linoleicacid,打icaprylin,trlolein,oleylalcoholは東京化成のもの,

methylcaprylate,octylalcoholは半井化学のもの,oliveoilは和光経基のもの,saffloweroilは片山

化学のものを用いた｡

(2) 吸収実験法

15-18時間絶食したラットを用い,経口ゾンデで脂質を1m】胃内に投与し,3時間後にpentobaT-

bital麻酔下,腹部正中線に沿って開腹し,幽門部と回盲桂台部にカテーテルを挿^,浩染するO胆

管も同時に祐染するo腸管膜内を約60mlの生理食塩水で洗浄後,insitu小腸連続激流法あるいは

ル-プ韓により吸収実験を行ったOなお対照に柱15-20時間絶食したラットを用いた｡試料溶液は

pH6,5等張 リン酸程衝舷に薬物のみを溶解して使用した｡

(a) 小腸連続離礁法

界I扇実験の部 (111)(訓こ記赦した方法に従って行い,港流時間は1時間としたO

(b) 小腸ル-プ法

濯涜ポンプを用いずに,小腸全体のループとするO試料溶液5mlを膿管内に社入し,膿管内の空

気を追い出したのちループの両端を閉じるDl時間後,腸管内の試料溶液を回収し,次いで生理食塩

水で洗浄を行い,回収液と洗液を合わせて50mlとするo原液からの減少薬物塩を吸収塁とした｡

(3) 薬物の吸収に及ぼす影響

saLfloweroil,l王noleic?cid投与3時間後に吸収実験を行ったD結果は総論の部 TablelOに示し

た C.

.(4) 薬物の反転腸管への取り込みに及ぼす影響

･対席及び脂質を投与したラットを用いて,欝Ⅰ箭実験の部 (1-3)(2)に示した方法で反転腸管の

袋を作り,予め 02-COB(95:5byvolume)混合ガスを飽和した0.1mM 薬物溶液10mlで10分間

インキュベ～ト(370,毎分70回満とう)するo組敗中に取り込まれた最は,外液の薬物地歴の減少

から辞出したO治具は総論の部 Fig.19に示したO

(1-2)BroznsulfopL血aleinに対する効果

(1)Bromsu廿ophthaleinの吸収に及ぼす彫蟹

bromsulfop壬1thaleinの地歴は特に記さない限り5mMとしたo聴衆は総論の部Tablell,Fig:'20,

Fig.21,Fig.22に示した｡

紹) Bromsulfophthaleinの小腸組紐内背筋

(1-1)(2)(b)で述べたループ法による吸収実験終了後,直ちに小腺を摘出L波膜側の水分をぬぐ

い取る｡組誠を小片に細断し,Potter-EIvehjem 塾ホモジナイザーで生理食塩水を加えて50mlのホ

モジネートを調製するoその5mlにacetone5mlを加え,15分間瀕とう後1500gで20分間遠心分

(72)



離する。上澄を希釈．し，第1編実験の部（1－1）㈲（h）に従って定量した6結果は総論の部Fig22

に示した。

　（3）Br。msu正f。phthaleinの反転腸管への取り込みに及ぼす影響

　5mM　bromsulfophthalein溶液10皿1を用い，（1－1）｛4）に示した方法に従いインキュベートし，

5，10，30，60分後に外液をO．5mlずつ採取し定量に供した。結果は総論の部Fig23に示した。

　（4）Cycloheximide処理の影響

　生理食塩水に溶解したcycl。heximide（O．2mg〆皿Dを用い，脂質を投与する2時間前に0．6mg／kg

の割合で絶食したラットの腹腔内に注入する。脂質投与3時間後に（1－1）｛2｝（b）に示した方法に

従い，br。msu旺。phthaleinの吸収実験を行い吸収率及び組織内蓄積率を測定した。対照はcyclohexi一

皿｛de腹腔内注入5時間後の吸収についで，同様に検討した。結果はTable　7に示す。又，正常時の

Table　7　Effect　of　Cycloheximide　Treatment　on　Bromsulfophthalei丘

　　　　Absorptioエ1　and　Accumulation

％absOrbed
in　60　min

％aCCumulated
in　60　mi且

Normal

　Control

　Safflower　oil

　Linoleic　acid

Cycloheximide（0．6mg／kg）

　Control

　SafflOWer　o量l

　Linoleic　acid

’40．1±2、1

’29．7±4．9

21．2土3．2

26。0土4阜0

22．7±4．2

20．1士3．7

34．7士1，7

20．9±5，3

14。9＝L：3．5

20．8士4．2

17．7土3．4

15．9＝』2．9

対照の値を1とし，これに対する比で表示し，グラフにしたものが総論の部Fig．24である。

　15｝’Broms醜lfophthaIeinの胆汁中排泄　　’

　ラットの胆管にカテーテルを挿入後，（1－1）（2）（b）に示した方法に従ってbromsulfophthaleinの

吸収実験を行い，同時に胆汁も採取する。胆汁は秤量した後，生理食塩水で10m1とし定量に供し

た。結果は各期聞の胆汁中濃度及び量で表わしTable　8に示す。又12時間までの累積排泄量を示

したのが総論の部Fig．25である。

　（1－3）L－Tryptophanに対する効果

　ω　吸収実験法

　：L－tr頭t6phanをpH　6．5等張リン酸緩衝液に溶解して各種濃度の試料溶液を調製し，（1－1）（2｝

（a）に示した方法に従って行った。但し，L－tryptophanの吸収は速やかであるため油流時間は30分

間’とした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！
　｛2）L－Tryptophanの吸収に及ぼす影響

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（73）



Tab匡e　8　Effect　of　Pre－administered　Lipids　on　the　Biliary　Appearance

　　　　of　Bromsu工fophthaIein　Placed　in　the　Intestinal：Loop

Concentratio11（mM） AmOunt（μmole）

0－30min　30－60　m｛n　60－120　mln．　0－30　min　30－60　min　60－120　min

Control　　　O．150±0．0670．708士O．2220．556±0．1610．042±O．0240．226±0．0520．506±O．102

Sa妊10wek、1。．24…11・・．・6・・α46・L1・3士。，773。』64・α・31・．3・・士α・・6　q・772・q・・8

Linoleic
　　　　　　O．330圭0．1341．121圭0．306　1，05荏土O．331　0．082±0．030　0．373±0．0940．919±＝0．257
　　　acid

Do5e　o‘brom駆1｛ophthale三n＝25μ皿ole

　結果は総論の部Table　12，　Fig．26，、Fig．27，　Fig28，　Fig．30に示した。

　｛3｝血中tryp上ophan濃度の測定

　吸収実験終了後直ちに頸動脈より採血し，1500910分聞遠心分離する。二三1mlに，30％trichlo－

roacetic　acid　1皿1を加え除タンパクし，遠心分離後：その上澄1m1を定量に供した。結果は総論の

部Fig．29に示した。

　（4）L－Tryptopha耳の反転腸管への取り込み及び反転腸管透過性

　Ca，　Mgを除いたK：rebs－phosphate緩衝液（pH　6．5）にし－tryptophanを溶解した後，02℃02

（95＝5by　vdume）混合ガスで飽和し試料溶液とした。

　（a）　反転腸管への初期取り込み

　025π1M：：L一亡ryp亡ophan溶液10　nユ1を用い，（1－1）｛41に示した方法に従いインキュベートし，

1，2，3，5分後に外液をO。5mlずつ採取し定量に供した。結果は総論の部Fig．31に示した。

　（b）　反転腸管の透過性

　W凱sonら15”の方法に準じた。空腸部から得られた2個の切片（7cm）を反転した後，袋とし漿膜

側に試料溶液1m1を注入する。これを同じ濃度の試料溶液5m1を入れたErlenmeyerフラスコ中に

移し、37。，毎分70回振とうの条件下で60分聞インキュベートする。終了後，粘膜側溶液及び漿膜側

溶液0．5m1を取ってtryptophan濃度を測定し，漿膜側対粘膜側の濃度比を卸定した。結果は総論の

部Fig．32に示した。

　（5）D－Tryptophanの吸収に及ぼす影響

　結果信総論の部Table　13に示した。

　（6｝L－Tryptophanの吸収に及ぼすcaprylic　acid併用の影響

　結果は総論の部Table　14に示した。　　　　　　　　．　　　　　　一・

　㈲　灌流液中のタンパク量の測定

　灌流液とレては．tτyptOph餌を含まないpH　6．5リン酸緩衝液を用い，〔Dと同様に30分間灌流を行

う。回収液を隼理食塩水で希釈後，Lowryら且52，の方法に従ってタンパク最を測定した。検量線の作

成にはbovine　seru狙albumin（Fracti。章V生化学工業）を使用した。結果は総論の部Table　151ζ

示した。
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　第2章　無脂肪食投与の影響

　（2－1）薬物の吸収に及ぼす影響　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　｛エ）飼料及び動物

　無脂肪食には精製飼料（オリエンタル酵母）を使用し，その組成をTable　9に示す。対照には飼

育用固型飼料（オリエンタル酵母）を用いた。ラットは，投与期間が2週間以内の場合には120～150

9のものを，それ以上投与する時には80～1009のものを使用し，投与期間中は定期的に体重を測定

した。総論の部Fig．33に成長曲線の一例を示した。

　12）吸収実験法

　一定期間飼料を投与した160～2109のラットを15～20時間絶食し，第1編実験の部（1－1）（2）に

示した方法に従って行った。灌流時間は1時間とし，試料溶液はpH　6，5等張リン酸緩衝液に薬物の

みを溶解して用いた6

Table　g　Composition　of　Fat－Free　Diet

コーンスターチ

ミルクカゼイン

アルファー澱粉

粉末濾紙

無機塩類の

グラニュー塘

ビタミン類b）

44％

25

ユ0

8

6　　・

5

2

Content5　in　ユOO　呂　of　fat－free　d玉et

a）無機塩類

　K
　P
　Ca
　Na
　Mg
　Fe
　Zn
　Mn
　Cu
　　I

692僻

597㎎

411噌
270齪∬

　86㎎

　41㎎

0．4噌

ユ．3岬

0．08㎎

7．7㎎

．’

b）ビタミン類

　Vitamin　A

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

Biotin

D3

B】

B2

B5

B12

C

E
K3

FoHc　aoid

C且一pantothen亘te

p．Aminobenzoic　acid

Niacin

Inosito璽

Cholin＿Cl
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　（3）薬物吸収に及ぼす影響

　結果は総論の部Table　16，　Table　17に示した。

　〔4）p－Aminobe酩oic　acidの空腸と回腸からの吸収に及ぼす影響

　働と同様であるが，空腸としてはTrelz靱帯以下20　cm，回腸としては回盲接合部以上20　cmと

1し｝濾流液の容量は201nlとした。・結果は総論の部Table　18に示した・

　．（2－2）小腸粘膜脂質組成の変動

　11｝小腸brush　borderの調製

　FoτstneτらuPの方法に準じて調製した。15～18時間絶食したラットの小腸を摘出し、冷生理食塩水

で腸管内外を洗浄後，水分を三二で除き10～15cmの長さに切断する。氷塊を敷きつめたガラス板上

で腸管を縦に切開し，カバーグラスで粘膜屈を剥離する。・粘膜を秤量後，75容の氷冷した5mM　ED－

TA溶液（pH　7．4）を加え，　Waring　Ble豆dorで25秒聞ホモジナイズする。4509で10分間遠心分離

後，沈殿を5容の5mM　EDTA溶液で洗浄，遠心分離の操作を3回繰り返す。得られた沈殿をbrush

border画分として脂質の抽出に用いた。

　（2）brush　bordeτ脂質の抽出

　Kates112⊃の方法を準用した。’乾燥重量約40－50　mgに相当するbrush　border案分を蒸留水で．1m1

に希釈し・methan。1℃hloroform（2＝1by　volume）3・75　m1を力口える。室温．で一晩放置後遠心分離

し，上澄を取る。七分をmethanol＝chl。rof。rm＝水（2「：1：、0．8by　volulhe）4．75　mlに再び懸濁

させ選心分離する。全上澄抽出液にchloroform，蒸留水を各々2．5皿1加え，混合物を遠心分離する。

chloroform層を分取しbe脇enとを加え（微量の水を除くため）ロータリーエバポレーターを用いて

乾固する。これをchl。roformに溶解し，0。以下で保存した。

　㈲　薄層クロマトグラフィー

　s皿ica　gel　G（Merck社）を用い，薄歯の厚さは通常（L　25　mm，調製用の場合には1mmとしてプレ

ートを作製し，120。で2時間活性化した後使用した。展開溶媒はhexalle：ethy】ether：acet圭。　acid

（80＝20：1又は70130：1by　volu皿e）系を用い・検出にはリンモリブデン酸（10％ethanol溶液）

あるいはヨウ素を用いた。

　〔4）脂質の薄層クロマトグラム

　対照及び無脂肪食を投与したラットのゐrush　border脂質（100μ9），並びに標準としてegg　Phos－

pha亡idylcholine（50μ9）・℃holesteml（25μ9）・olelc　add（25μ9）のchloroform溶液をマイクロ

シリンジで定量的に薄層プレートにスポットし・hexane：ethyl　ether：acetic　acid（80＝20＝1by

volume）で展開後リンモリブデン酸で検出した。結果は総論の部Fig．34に示した。

　㈲　脂質の定量法

　（a）　遊離脂肪酵

　Duncombe15言⊃の方法を準用した。検液・（chlofoform溶液）5m工に銅試液（1　M　trieth艮nolamine

UNacetic　acid＝6・45％Cu（NO3）a・3R30＝9二1：10　by・’ 魔盾撃浮高?j3m1を加え，10分間振と

う後遠心分離する。上層を除き・c｝∬。1。f。描屈3．血1を注意深く取り，diethyldithiocarbamate試液

（O・1％n－butano1溶液）O・5mlを加え440　nmにおける吸光度を測定した。

　（b）　Cholestero1

（76＞

、．舶



　Zlatkisら154，の方法を準用した。検液（chloroform溶液）0．5mlを乾固し，　o－phthalaldehyde試

液（O．05％氷酢酸溶液）2mlを加え溶解する。更に濃H2SOほm1を加え，550　nmにおける吸光

度を測定した。

　（6）brush　border脂質中の脂肪酸及びchole8tero1含量

　脂質（800μ9）を調製用プレートに定量的にスポットし，hexane；e亡hyl　ether＝acetic　acid（70：

30＝1by　v。lume）で展開する。ヨウ素蒸気下で脂肪酸及びch。lesterol部分を確認した．後かき取り，

chloroform　l　methanol＝ethyl　e亡her（1：1；1by　volume）混合溶媒5皿1で繰り返し3回抽出し，全

抽出溶媒を合して乾固する。脂肪酸は残査をchloroform　5皿1に溶解して定量に供した、　chole5teroI

は残査をchloroform　2　mlに溶解し，その0．5mlを取り定量に供した。結果は総論の部Table　19に

示した。

’
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第一編　実験　の　部

第1章脂質黒斑実験法の検討

・（1　1）膜形成脂質及び皿額黒膜の形成法

　（1｝試薬

　：L一α一phosphatidylchoiine（Type　III　E：from　e琶g　yolk），　oleic　acid，　linoleic準cid，正inolenic　acid，

monolein，　methyl　linoleate，　deyl　alcoholはSigma社のもの，　cholesterol，　cholesteml　acetate，1aur一

三cacid，　s亡ear三。　acid，　n－decaneは半井化学のものを用いた。

　（2）臓器脂質の抽出

　脂質の抽出はFolchら122）の方法に準じた。体重160～2009のラットを16～20時間絶：食後pento－

barbital麻酔下頸動脈より溝血し，小腸，脳，肝，肺を摘出する。小腸粘膜については，腸管内外を

冷生理食塩水で洗浄し，カバーグラスで粘膜層を鋼離する。組織を秤量後，20～30容のchloroform＝

me出ano1（211by　volume）混合溶媒でホモジナイズし，室温で一晩放置する。二二に0．2容の1

％NaCl溶液を加え（最：終的な容積比をchlorofor皿＝methano1：フ1く＝8＝4；3になるようにする）

分液ロートで振とうして非脂質成分を除去する。二層に分離後下屈を分取し，ロータリーエバボレー

ターで溶媒を留回する。更に，真空ポンプで減圧乾固（P205下）した後，得・られた全脂質を秤量し1

％chloroform溶液として用いた。脂質溶液はN2ガス置換し0。以下で保存し，4週間以内のものを

使用した。通常，吝組織から得られる全脂質重量（mg）は単位湿組織重量（9）あたり，小腸粘膜

27，脳70，肝50，肺35であった。

　㈲　薄屈クロマトグラフィー

　第聾編実験の部（2－2）（4）に示した方法に従った。展開溶媒にはchloroform：methanol：水（65

＝25＝4by　volume）　あるいはhexane：ethyl　ether：acetic　acid　（70；30＝1又は80120：1

by　volume）系を用いた。

　ω　臓器脂質の組成

　小腸粘膜，脳，肝，肺の全脂質を各々100μg，並びに標準としてegg　phospha‡idylcholine（50μg）

cholestero1（25μ菖），　olei『acid（25μ9）を定量的に薄層プレートにスポットし，　hexane：ethyl

ether：acetic　acid（80：20：1by　volume）で展開後リンモリブデン酸で検出した。結果は総論の

部Fig．35に示した。

　㈲　脂質黒膜形成法

　（a）膜形成脂質溶液の調製

　pLosph甜dylchoHne又は各臓器組織より得られた脂質の1％chlor。for皿溶液1mlを試料ビンに

取り必要に応じてcholesteτ。1，脂肪酸などの添加物を加えN2気流下chloroformを除去し，更に真

空ポンプを用いて減圧乾話する。これをrdecaロe　l　m1に溶解して膜形成脂質とした。

　（b）　脂質黒膜形成法

　25。の恒温室において・Ha筑a王ら123⊃の方法に基づいて行った。空気中でテフロンポットの全面に脂

質溶液を小筆で塗り自然乾燥させ・この操作を3回繰り返す（前塗り過程）。総論の部Fig．36に示し
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たように，pH　6．5等張リン酸緩衝液80　mユを入れたガラスセル内にこのポットを固定し，白金黒電

極を挿入する。電極は短絡しておく。水相中でポットの前面，側面に脂質溶液を速やかに塗り最後

に直径約1．5mmの穴の部分にも塗り1時間程度放置する（慣らし過程）。十分慣らされたと判断し

た後，適量の脂質溶液をつけた小筆で穴の部分に膜を形成する。長焦点顕微鏡で観察すると，最初

は脂質分子がランダムに配向した厚い膜で全面に虹色のモ渉縞が見られるが，次第に下方より干渉

縞が消え黒い部分が広がり，周囲に光の輪のみが見られる高冷となる（黒化過程）。壼ig．1は膜形

成過程を模式的に示したものである。12：⊃黒化が起りにくい場合には，60～80mVの電圧を負荷する

ことにより黒膜の形成が促進される。又，平らな膜を得るために，膜面の様子を観察しながらポッ

トの内外にマイクロシリンジで緩衝液を滴下し，水圧を補正した。内相及び外相の容積は各々約7

m1，73　m1である。

　　　　Thick　Lipid　　　　　　　　Thinning
　　　　Membrane　　　　　　　Membrane

F19．1

∵鋳．
b・・d・・

　　　　　鐸

　　　　　図　　謡
　　謡／Black

　　バ　　糞㌔、、、，

　　匿O　　light
　　轟

Bilaアer　Lipid

Membrane

Diagram工llustrating　the　Three　Stages　Observed　during　Thinning

of　a　Lipid　Membrane　in　Aqueous　Media，　and　Indicating　the

Pattems　of　Refleeted　Light

　（c）膜の電気的性質の測定（抵抗，消光電圧，破壊電圧）

　Fig．2に示す測定制御スイッチ箱を膜測定電極及びelectrometer（Keithley　610C）に接続する。

膜の電気抵抗は黒膜形成15～25分後に，膜系に0～工00mVの直流電圧をかけ，電流を測定して抵抗

を算出した。なおその時の膜面積を測り，比抵抗（Ω・cm2）として衷現した。又，膜の様子を顕

微鏡で観察しながら順次，膜系に電圧をかけてゆき，膜辺縁の光の輪が消える「消光電圧」及び膜

が破れるに至る「破壊電圧」を測定した。

　膜抵抗測定の一例とレて，1％phosphat三dylcholine一α5％cholesterolより形成した黒血につ

いて直流電圧一電流の蘭係をFig．3に示す。直線になるととから，抵抗値がOhmの法則に従っ
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ていることが確かめられる。この勾配からV／1＝5．06×109，Ωとなる。直列に標準抵抗Rs＝0．98×

108Ωが入っていることから膜の抵抗はRrV／1三Rs－4．96×109Ωとなる。この場合膜画積は0．876

×10－2c田2であ．つたから，膜の比抵抗．として4．34x107Ω・．cm2と算出される。

（1－2）君暮9Pho5画atidylcholine及び臓器脂質より形成した脂質黒膜の諸性質

　（1｝種々め脂質より形成した膜の黒化時嗣，破壊電圧及び膜形成時間’

　結果は総論の部Table　207．　Taもla　21．に示した。　　　　　　∴

　．（2｝Cholesterol添加の影響

　結果は総論め部Table　20，　Table　21に示したd

　㈲　黒膜の経時的安定性く膜抵抗の経時的変化）
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　第2章　薬物の脂質黒膜透過性

　（2－1）各種の脂質より形成した脂質黒膜の薬物透過性

　（1）薬物透過実験法

　（a）試料溶液の調製

・ali・yl・mid・（L　5皿9飼）・・誕i・yl壬。　a・id！7・5mg／ml）・pmami・・b・肱。ic　acid（7・5mg〆m1）・

L－tryptophan（7．51ng／mDをpH　6．5リン酸緩衝液に溶解して試料溶液どした。

　（b）　薬物透過実験

　膜の電気測定の結果より，慣らしが十分で安定な膜が得られると判断した段階で，水屈を5m：採

取する。これは薬物定量の際，水層中に存在する脂質溶液等のブランク補正に使用する。15～30分間

放置した後，透過実験に用いる膜を形成し，黒化時間，膜面積等を測定する。黒膜形成10分後，ポッ

トの内側に薬物溶液O．2m1，外側には緩衝液1．25　mlを同時に注入し30分又は60分間の透過実験を行

う。透過期間中顕微鏡で膜面の状態を観察し，平面の膜を保つように水圧補正をすると共に，10～

15分毎に膜面積を測定する。透過の完了時には，次の操作により内液，外液を採取する。膜面積を測

定した後，流動パラフィン（Merck社）．をつけた小筆で穴をすばやく塞ぎ，内液，続いて外液全量を

アスピレーターにより可及的速やかに各々のメスシリンダーに移す。内液，外液の容稜を測定した

後，適宜pH　6．5緩衝液で希釈し螢光定量法により薬物濃度を測定した。

　　流動パラフィンをつけた小筆によって穴を塞ぐ際に，薬物濃度の高い内液の漏出が存在するか否

　かを検討するた狛に，30秒間の薬物透過実験を同様に行ったところ，外液の薬物濃度は無視しえ

　た。従って試料溶液を採取する時に，内液，外液が混合している可能性はない：と考えた。

　（c）薬物の膜透過係数

　薬物の膜透過係数は次の式に従って算出し，薬物透過性の指標にした。

　　　　　　　Co　Vo　　　　　J＝　　　　　　　　　　　ニP（C五一Co）
　　　　　　　　At

　　　　　P：透過係数（cm／sec）　A：膜面積（cm2）

　　　　　Vo　l外液の白血（m1）t：透過時間（SeC）

　　　　　Ci＝内液の薬物濃度（μ9／㎡）

　　　　　Co：外液の薬物濃度（μg／m1）

　働　分配係数の測定

　第1編実験の部（1－3）（3）に示した方法により25。におげる分配係数を測定した。

　㈹　1薬物の定量法

撒はそのまま・内灘・Hε5緩衝1夜で希釈した後，灘欄肌，眈20墾畷深々度計研

いて螢光法により薬物濃度を測定した。

　（a）Salicylamide　　　　　　　　　　　　∴
　：B肛rら】55，の方法に準じた。母液5mlに1N－NaOH　O．5mlを加え，励起波長330　nm，螢光波長

415㎜で測定した。標準には1．2x10－2μ9／mlのsalicアlamide溶液5mlを同様にアルカリ性にして

用いた。
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(ち) Salicylicacid

Udenfriendら156'の方法に準じたo pH6.5緩衝溶液のまま,励起波長300nm,蛍光波長400nmで

測定した白襟準には0･liLg/mlの硫酸キニーネ (0.1N-H2SO..溶液)を用いたo

(C) p-Aminobenzoicacid

Udenfriendら156'の方法に準じた｡検波5mlに1N-NaOH0.5mlを加え,励起披長295nm,壁

光波長345nm で測定したO標準には3×10-2iLg/mlp-aminobenEOicacid溶液5mlを同様にアル

カリ性にして用いた｡

(a) Tryptophan

Udenh'iendら】56'の方法に準じたO披液5mlに2MNa2CO31mlを加え,励起披長280nm,壁

光波長360nm で測定した｡標準には7.5×10-3i,g/mlの tryptophan溶液5mlを同様にアルカ1)性

にして用いた｡

(4)Salicylicacid透過に及ぼす温度の#替

17-298で salicylicacidの黒膜透過実験を行い,各温度における透過係数を求める.透過係数が

Arrheniusの式

p-Aexp(-Ea/RT)

P:透過係数 A:定数

Ea:活性化エネルギー R:ガス定数 T:絶対温度

に従うと仮定して lDgPと1/Tの関係を図示すると直線関係が得られた｡結果は総論の部Fig.38に

示した｡又,傾き (-Ea/R)より活性化エネルギーを罪出したo

Ea-21.1kcal/mole/degree

(5) 薬物の分配係数と eggphosphatidylcholine膜透過性

結果は総論の部 Tab】e22に示したD

(6) pH の影響

水暦には pH4.5(Citricacid-Na2HPOJ),PH6.5(NaH2PO4-Na2HPOJ)等張緩衝液を用いたO

結果は総論の部 Table23に示したC

(7) EggphosphatidylCholine,及び小腸,描,肝の脂質より形成した黒膜の薬物透過性

phosphatidycholineには cholester010.5%.他の脂質には Cholestero10.3%を添加した｡結果

は総論の部 Table24に示した｡

(2-2)Cholesterol及び cholesterolacetate添加の儲哲

(1) Salicylamide,salicylicacidの透過に及ぼす cholestero】添加の影智 :･phosphatidylcholine膜

結果は総論の部 Fig.39に示した｡

(2) Salicylarnide,salicylicacidの透過に及ぼす cholesterol添加の影轡 :小腸脂質膜

結果は総論の部 Fig.39に示した｡

(3) Salicylamide,salicylicacidの透過に及ぼすcho】esterolacetateの彫牡 :phosphatidylcholine膜

結果は総論の部 Fig.40に示したO

(4)Salicylamide,saエicylicacidの透過に及ぼす′choles亡erolacetateの辞せ :小腺脂質膜

結果は Fig.5に示す｡
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第3章酸性薬物の脂質黒土透過に及ぼす脂肪酸類の影響

　（3－1）Egg　Phosphatidylcholineより『形成．した脂質黒膜における効果

（11Salicylamide，　salicylic　acid，　P－aminoben呂oic　acidの透過に及ぼすstearic　acidの影響

　1％egg　Phosphat量dylcholine－0．3％cholesterdにstearic　aci　d　O・5％を添加して黒膜を形成

した。結果は総論の部Table　25に示し．た。　　、

’｛2）p－Aminobeロzoic．　acidの透過に及ぼす脂肪酸の影響

　結果は総論の部Tablβ分6．に示した。．　　．　．　．　・　　．　　　　　　　　　　，

・：・（3）p－Am王nobeロzoic・acid．に対する脂肪酸の効果に及ぼすpHの影響

　結果は総論の部Tab正e　28に示した。

　ω　脂質黒暗の電気的性質に及ぼす脂肪酸の影．響

’結果は総論の部Table　27に示した。

　（3一．2）小腸脂質より形成した脂質黒膜における効果　　　　　　　　　　　．、

　ω　ヶイ酸カラムクロ．マトグラフィr一による小腸全脂質の分離

　（a）　カラ’ム．の調製

1・．S董ido　ac乱d（Mam加krodt社，．100皿esh）をmethan。1で洗浄し，．「．110～120rで12．時間活性化する。

活性化したsilicic　aeid．5㌣89をmethanolに懸濁．させ，内径1c血の活栓付きクロマト管に充堤し

た。（長さ13～ユ5c皿）．、　　　　　　．　　　　　　　髄

　（b）小腸全脂質の分離

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（84）



カラムを30mlの methanolで洗浄した後,30mlの chloroformを詫して置換するO小股仝脂質

100mgを chloroform1mlに溶解してカラムにかけ,chloroform200mlで中性脂質画分を演出し続

いて methano1200mlでリン脂質画分を溶出したO各画分は滅EE乾固した後,1% chloroform溶液

に調製したD全脂質100mgに対しリン脂'zBf画分約40mg,中也脂質画分約35mgを得たO

(C) リン脂質画分及び中性脂質画分の堆成

結果は総論の部 Fig.41に示した｡

(2) p-AminobenEOicaCidの透過に及ぼす脂肪酸の措響

1%intestinallipid-0.3%cholesteTOlに脂肪酸を添加して黒膜を形成 した｡結果は総論の部

Table29に示したo

(3) 小腸 リン脂質画分より形成した黒膜における p-aminobeIⅦOicacidの透過性並びにこれに対

する脂肪酸の背部

cholesteI･01を0.3%添加して黒膜を形成したo結果は結論の部 Table30に示した｡

(4) p-Aminoberuoicacidの透過に及ぼす小腸中性脂質画分並びに monoleinの影替

1罪 eggphosphatidylcholine-0.3% cholesterolに小腸中性脂質画分 (0.3%),monolein(0.1

-0.5%)を添加して黒膜を形成したD結果は総論の部 Table31に示したo
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