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略語一覧 

 

QOL  quality of life 

DDS  drug delivery system 

NAC  N-acethyl-L-cystein 

TX-100  tritonX-100 

SCT  salmon calcitonin 

PTH  human parathyroid hormone (1–34) 

INS  human insulin 

SGC  sodium glycocholate 

AUC  area under the curve 

SD  standard deviation 

S.C.  subcutaneous injection 

I.V.  intravenous injection 

MW  molecular weight 

HCO  hydrogenated castor oil 

CaCO3  calcium carbonate 

Laureth-25 polyoxyethylene (25) lauryl ether 

FITC  fluorescein isothiocyanate 

FD-4  FITC-dextran 4kDa 

Laureth-9  polyoxyethylene (9) lauryl ether 

HPLC  high performance liquid chromatography 

NIH  national institutes of health 
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緒論 

 
 20 世紀後半以降のバイオテクノロジーの著しい進展により，多くの生理活性ペ

プチド及び蛋白質が医薬品として臨床の場に供されるようになった［1-3］．これら

生理活性ペプチド及び蛋白質の多くは，分子量が数千から数万と比較的大きいこ

とや，蛋白分解酵素で速やかに分解されることから，経口投与してもバイオアベ

イラビリティが極端に低く［4］，医薬品としての開発は，ほとんど注射製剤に限

られているのが現状である．しかしながら，注射製剤は患者にとって苦痛を強い

られる等，一般に受け入れられ難いことや，QOL（quality of life）の低下につなが

ることから，注射に代わるペプチド性薬物の投与ルートの探索や各種ドラッグデ

リバリーシステム（DDS）の開発が盛んに行われている［4,5］． 

注射に代わる投与ルートの中で，経鼻投与ルートは，薬物の吸収部位である鼻

粘膜が血管系に富んでおり，細胞間隙が比較的ルーズであるため，薬物の吸収が

容易であり［6］，吸収された薬物は肝初回通過効果を受けることがないため［7］，

薬物を効率的に利用することができ，さらに，患者のセルフメディケーションが

可能で，コンプライアンスの改善にもつながるため［8］，ペプチド性薬物のプロ

ミッシングな投与ルートとして注目されている［9］． 

 ヒトの鼻腔容積は 16～19 mL，表面積は約 150 cm2と言われ，解剖学的には呼吸

部と嗅覚部に分類される．ヒトの場合，呼吸部は 98%以上の面積を占め，その上

皮粘膜は絨毛上皮構造を成し，主に 4 種類の細胞，すなわち，繊毛細胞，非繊毛

細胞，杯細胞（Goblet cell），及び未分化の基底細胞から構成される（Fig. 1）［10］．

鼻の特徴的な構造として，これら上皮細胞層の表面は，5～10 µmの厚さの粘液層

に覆われており，この粘液層は繊毛の規則的な運動によって毎分 5～6 mmの速度

で咽頭部方向へ移動していることが知られている．これは粘液繊毛クリアランス

（mucociliary clearance）［11］と言われ，吸気と共に吸い込んだ塵や外来異物を除

去するために備わっている物理的な生体防御機構である．粘液層の主成分は水（～

95%）、及びムチン（～2%）と呼ばれる分子量数十万以上の糖蛋白質であり，杯細

胞から分泌されるムチンは，ジスルフィド結合やイオン結合によりクロスリンク
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して粘液層に適度な粘度を付与し，粘液バリアーを形成している． 
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Fig. 1. Physiological structure of nasal cavity and mucosa 

 

 近年ペプチド性薬物の経鼻投与に関する研究が精力的に行われるようになり

［12-15］，ペプチド性薬物のバイオアベイラビリティを高める方策が多数報告され

ている．例えば，鼻粘膜上皮細胞の細胞膜の流動性を高めたり［16-23］，タイトジ

ャンクションを一時的に開いたり［24-26］，さらに蛋白分解酵素を阻害する

［15,27,28］等種々のメカニズムに基づく吸収促進剤の利用が検討されている

［29,30］．しかしながら，バイオアベイラビリティ改善効果の高い吸収促進剤は，

ほとんど例外なく鼻粘膜への刺激性や傷害性も高いため，実際に医薬品として使

用することができない［31］．ペプチド性薬物の経鼻製剤を広く臨床の場で用いる

ためには，十分なバイオアベイラビリティを確保しつつ，刺激性や傷害性を最小

限に押さえることがキーポイントとなる． 

 著者らの研究グループでは，強力な粘液溶解剤である N-アセチル-L-システイン

（NAC）と，非イオン性界面活性剤である TritonX-100（TX-100）を共に作用させ

たとき，ペプチド性薬物の消化管吸収が大幅に改善されることを見出した［32,33］．

今回，消化管ではなく，ペプチド性薬物の吸収に有利な点の多い鼻腔に着目して，

NACを吸収促進剤として，ペプチド性薬物の経鼻吸収製剤に適用した．NACは粘
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液ムコ多糖のジスルフィド結合を開裂させ，速やかに粘液層を液状化させる［34］．

その結果，粘膜上へ薬物が効率よく拡散し，吸収が促進されると考えられる．こ

のような吸収促進メカニズムのため，鼻粘膜への刺激性や傷害性が少ないことが

期待され，実際に，長年の臨床使用経験により，NACの粘膜投与時の安全性は十

分に確立されている［35］． 

 本論文では，上記コンセプトに基づくペプチド経鼻製剤によって，ペプチド性

薬物のバイオアベイラビリティを改善することが可能か，並びに，鼻粘膜への刺

激性や傷害性の有無を確認するために，ラット，ウサギ，イヌを用いて評価した．

さらに，粉末の特性や NAC量等がペプチド性薬物の吸収に与える影響を評価する

ことにより，製剤設計の最適化を行った．また，気管支炎の患者等では，粉末が

鼻腔を経由して肺に達した場合［36］，発作を起こす危険性があるため，粉末製剤

を投与することは好ましくない．そのため，液体製剤についても処方設計を行っ

た． 

 以下，これらの結果について三章にわたり論述する． 
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本論 

 

第 I章 粘液溶解剤NACを用いた粉末製剤によるペプチド性薬物の経
鼻吸収の改善 

鼻粘膜は消化管粘膜に比べると膜構造が比較的ルーズであり薬物透過性が高く，

鼻粘膜の下は血管系に富んでいるため，分子量の大きいペプチド性薬物の速やか

な吸収が期待でき［6］，鼻腔から吸収された薬物は直接全身循環血へ移行するた

め，肝初回通過効果を回避し高いバイオアベイラビリティが期待できる．さらに，

経鼻投与は投与が容易で自己投与が可能なためコンプライアンスが改善し，注射

のように苦痛を伴わないため QOLの改善にもつながることから，経鼻投与はペプ

チド性薬物の投与ルートとして有望であると考えられる． 

しかしながら，Fig. 2に示すように，ペプチド経鼻投与を実用化するためには，

越えなくてはならない壁がいくつか存在する． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 循環血

鼻腔

粘液絨毛
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 Fig. 2. Schematic representation of barriers on nasal absorption of peptide 

 

鼻粘膜上皮細胞層の表面は，5～10 µmの厚さの粘液層に覆われており，この粘

液層はその成分の分子量数十万以上の糖蛋白質であるムコ多糖により，ジスルフ
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ィド結合やイオン結合のクロスリンクが形成され，適度な粘度を付与されている．

そのため粘液バリアーが形成され，ペプチド性薬物の拡散が妨げられる．さらに，

粘液層は繊毛の規則的な運動によって毎分 5～6 mmの速度で咽頭部方向へ移動し

ており，この粘液繊毛クリアランス（mucociliary clearance）［11］は，吸気と共に

吸い込んだ塵や外来異物を除去するための物理的な生体防御機構であるが，鼻粘

膜に投与された薬物も粘液繊毛クリアランスにより速やかに排除される．また，

粘液層には種々の蛋白分解酵素が存在し，ペプチド性薬物はこの蛋白分解酵素に

よって速やかに分解され，効力を失ってしまう［37,38］．さらに，水溶性の高いペ

プチド性薬物は細胞膜を直接透過することができないため，細胞間経路の寄与が

大きいと考えられるが，分子量閾値は 1,000程度と言われているため，それより分

子量の大きい薬物は鼻粘膜透過性が非常に低い． 

このような問題点を克服し，ペプチド性薬物の経鼻吸収を実現するために，以

下に示した戦略に基づいて新規ペプチド経鼻製剤を処方設計した．まず，1点目は

粉末の適用である．粉末として鼻腔に薬物を投与すると，鼻腔内の限られた水分

で薬物が溶解するため，局所的な高濃度が達成でき，この高い濃度グラジエント

により，分子量が比較的大きいペプチド性薬物でも鼻粘膜を透過することが期待

できる．2点目は非吸水性の粉末を賦形剤として使用することである．このタイプ

の賦形剤は鼻腔内の水分をトラップせず，薬物が溶解するための水分が確保でき

るため，速やかな薬物の溶解とそれに伴う薬物吸収が期待できる．速やかに薬物

が吸収されれば，粘液繊毛クリアランスで鼻腔から排除されることを回避するこ

とが可能となる．3点目は吸収促進剤として粘液溶解剤 NAC（Fig. 3）の利用であ

る．NACはムコ多糖のジスルフィド結合を切断し鼻粘液の粘度を低下させ，その

結果粘液バリアーが消失又は減弱し，ペプチド性薬物の拡散を促進することがで

きると考えられる．さらに，薬物が鼻粘膜上で粉末や高濃度溶液で存在すること

と，速やかに薬物が吸収されることにより，ペプチド性薬物が蛋白分解酵素によ

って分解される確率を小さくすることができると考えられる． 

本章ではこのような戦略に基づいて処方設計された，NACと非吸水性の賦形剤

を含んだ新規ペプチド経鼻製剤をラット又はイヌに経鼻投与し，サケカルシトニ

ン（SCT，分子量 3432），ヒト副甲状腺ホルモン 1-34（PTH，分子量 4118）又はヒ
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トインスリン（INS，分子量 5750）の吸収が改善するかを検討した．さらに鼻粘膜

への刺激性・傷害性の有無を評価することによって，本製剤処方の実用性を検討

した． 

O

O

OH

HN CH3

HS

O

O

OH

HN CH3

HS

 

 

 

 

Fig. 3. The chemical structure of N-Acetyl-L-Cystein (NAC) 

 

第 1節 ラットにおけるサケカルシトニンの吸収評価 

SCTの経鼻吸収に及ぼす投与形態（粉末か液体）と粘液溶解剤 NACの影響を調

べるため，4種の製剤―NACありなしの 2種の粉末製剤と 2種の液体製剤―を調

製して，ラットに投与した．絶対バイオアベイラビリティと相対バイオアベイラ

ビリティを算出するため，同じ量の SCTを静脈内及び皮下投与した．その結果，

Formulation-L（SCT生理食塩水溶液）は 2時間にわたって 50 ng/ml以下の血漿中

濃度を維持し（Fig. 4），絶対バイオアベイラビリティは 7.4%であった（Table 1）．

Formulation-LNは SCTと NACを含む生理食塩水溶液であるが，バイオアベイラビ

リティは 15.7%であり，Formulation-Lの 2倍に上昇した．このように NACは以前

報告されているように［39］，吸収促進剤として作用することが確認された．

Formulation-P は SCT とエチルセルロースを含む粉末処方であるが，投与 10 分後

に明らかな吸収ピークを示し（Fig. 4），バイオアベイラビリティは 11.9%であった

（Table 1）．このことから粉末処方は溶液処方より吸収性に優れていることが示さ

れた．SCTと NACとエチルセルロースを含む粉末処方である Formulation-PNは，

投与後 5分で速やかな吸収ピークを示し，バイオアベイラビリティは 30%であり，

Formulation-Lの約 4倍であった（Table 1，Fig. 4）．ペプチド性薬物の最も一般的

な投与ルートである皮下投与では，投与後 20分で吸収ピークが出現しバイオアベ

イラビリティは 47.3%であった．このように Formulation-PN は皮下投与より速く

吸収され，皮下投与に近いバイオアベイラビリティを示すことが明らかとなった． 
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Fig. 4. Comparison of plasma concentration ‒  time profiles following nasal 
administration of liquid and powder formulations, and subcutaneous administration 
(□) of 0.1 mg of salmon calcitonin in rats.  
△; Formulation-L (liquid formulation with SCT in saline), ▲; Formulation-LN (liquid 
formulation with SCT and NAC in saline), ○; Formulation-P (powder formulation with 
SCT and ethylcellulose), ●; Formulation-PN (powder formulation with SCT, NAC and 
ethylcellulose).  
Data represent mean plasma concentrations of salmon calcitonin ± SD (n = 4-5). 
 

Table 1. Bioavailabilities of salmon calcitonin after nasal administration of liquid 
and powder formulations, and subcutaneous administration containing 0.1 mg of 
salmon calcitonin in rats. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Formulation

Formulation-L

Formulation-LN

Formulation-P

Formulation-PN

S.C. administration

I.V. administration

Enhancers

None

NAC 

None

NAC

AUC0-120 (ng/ml·min)

2796 ± 329

5960 ± 1526

4513 ± 3207

11376 ± 3247

17983 ± 2925

37981 ± 6218

Bioavailability (%)

7.4 ± 0.9

15.7 ± 4.0 a

11.9 ± 8.4

30.0 ± 8.6 b, c, d

47.3 ± 7.7

100.0 ± 16.4

Formulation

Formulation-L

Formulation-LN

Formulation-P

Formulation-PN

S.C. administration

I.V. administration

Enhancers

None

NAC 

None

NAC

AUC0-120 (ng/ml·min)

2796 ± 329

5960 ± 1526

4513 ± 3207

11376 ± 3247

17983 ± 2925

37981 ± 6218

Bioavailability (%)

7.4 ± 0.9

15.7 ± 4.0 a

11.9 ± 8.4

30.0 ± 8.6 b, c, d

47.3 ± 7.7

100.0 ± 16.4

Data represent the mean ± SD (n = 4-5).
Statistical analysis was performed using Student’s t test. a P < 0.05 versus Formulation-L. b P <
0.01 versus Formulation-L. c P < 0.01 versus Formulation-LN. d P < 0.01 versus Formulation-P.

 

 また，吸収促進剤として一般的に用いられるグリココール酸ナトリウム（SGC）
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［40, 41］を 0.15 mg含む SCTの粉末製剤をラットに投与し，同じ量の NACを含

む粉末製剤と比較したとき，SCGと NACは同様に速やかな吸収が認められ，Cmax

は同等であった（Fig. 5）．しかしながらバイオアベイラビリティに関しては，NAC

を含む処方の 30.0% ± 8.6% (n = 5)に対して，SGCを含む処方は 18.0% ± 0.5% (n = 4)

であり有意に低くなった． 
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Fig. 5. Comparison of plasma concentration ‒ time profiles of salmon calcitonin 
following nasal administration of powder formulations containing NAC (○) or 
sodium glycochorate (●) in rats.  
Data represent mean plasma concentrations of salmon calcitonin ± SD (n = 4-5).  
 

 市販のSCT経鼻スプレーであるミアカルシン®をラットに経鼻投与し， NACを

含む粉末製剤と比較したとき，ミアカルシン®は 2時間にわたって低い血漿中濃度

推移を維持し，バイオアベイラビリティは 7.7% ± 2.1% (n = 5)であった．一方，NAC

を含む粉末製剤では速やかな吸収が認められ，バイオアベイラビリティは 25.7% ± 

9.7% (n = 5)であった（Fig. 6）． 

NAC を含む粉末処方であるFormulation-PNは，SCTの高いバイオアベイラビリ

ティを達成し，皮下投与よりも速やかな吸収ピークを与えることが可能であった．

加えて，一般的な吸収促進剤SGCや市販のSCT経鼻スプレーミアカルシン®と比較

したベンチマーキング試験でも，本粉末処方の優位性が証明された．Formulation-P

とFormulation-LNはFormulation-Lよりわずかにバイオアベイラビリティを改善し

たに過ぎなかったことから，Formulation-PNの吸収改善効果はNACの粘液溶解作用
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と粉末処方の相乗効果によるものと考えられた． 
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Fig. 6. Comparison of plasma concentration ‒ time profiles of salmon calcitonin 
following nasal administration of powder formulations containing NAC (○) or 
Miacalcin (●) in rats.  
Data represent mean plasma concentrations of salmon calcitonin ± SD (n = 5). 
 

O’Haganらは溶液処方において，NACを添加することによってヒト成長ホルモ

ンの経鼻投与時のバイオアベイラビリティをある程度（12%）改善することを報告

している［39］．NACは粘液中のムコ多糖のジスルフィド結合を切断して，小さい

サブユニットに分解することによって粘液の粘度を低下させる［42］．また，NAC

は Na（＋）チャンネンをダウンレギュレートし，粘膜表面上の液体量をコントロ

ールすることによって粘液の粘度を低下させているという報告もある［46］． 

なお，NACはジスルフィド結合を切断するため，分子内にジスルフィド結合を

持つ SCTが NACによって分解され不活化されることが危惧される．そこで NAC

を含む粉末処方と液体処方での SCTの安定性を測定したところ，粉末処方をシリ

カゲル入りのデシケーターで保存したとき，室温でも 2 週間以上安定であり，液

体処方では 4℃で半減期が 7.6時間，25℃で半減期が 0.47時間であった．実際の投

与にあたっては，粉末処方は投与前日に調製し投与までシリカゲル入りのデシケ

ーター中で保存し，液体処方は投与直前に調製し投与まで氷上で保存したため，

NACによるジスルフィド結合の切断はほぼ無視できると考えられる． 

水不溶性の粉末製剤は液体製剤より優れた経鼻吸収を達成することができるこ
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とが報告されているが［44］，本検討においても粉末製剤のほうが，液体製剤より

も高いバイオアベイラビリティが得られた（Table 1）．粉末製剤は溶液製剤よりも

吸収部位近傍に留まりやすく，粘液繊毛クリアランスによる排除を遅らせるため，

吸収改善効果が認められると考察されている［44,45］．しかしながら，本粉末製剤

は速やかな吸収を示すことから（Fig. 4），吸収部位へ滞留することによる寄与は小

さいと考えられ，むしろ，粉末製剤が吸収部位近傍で薬物の局所高濃度を形成し，

高濃度グラジエントにより薬物吸収を促進する効果の方が大きいと思われる．ま

た，NACも速やかに溶解するため，吸収部位近傍の粘液バリアーを低減又は消失

させて，薬物が粘膜上皮細胞表面に接近することを可能としていると考えられる．

このように，薬物高濃度グラジエントとNACの粘液溶解作用の相乗効果によって，

薬物の吸収が促進されたと考えられる．このメカニズムが正しいならば，粘膜付

着性粉末等を添加することは，粘膜付着性粉末が鼻粘膜の液体を吸収して，薬物

や NACの速やかな溶解を妨げる恐れがあるため，かえってバイオアベイラビリテ

ィの低下を招く可能性がある． 

より優れた粉末経鼻製剤を開発するためには，鼻腔での水不溶性粉末の役割を

深く理解して，製剤を最適化することが重要であると考えられる． 
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第 2節 イヌにおけるサケカルシトニンの吸収評価 

 ビーグル犬の鼻腔容積はヒトに近いことから，ヒトへ実際に投与する量の粉末

を投与することができ，さらに，ヒト投与用の粉末デバイスを用いて評価するこ

とができるため，NACを含む粉末経鼻処方をイヌに投与してバイオアベイラビリ

ティを評価した．Formulation-Lと Formulation-PNを 0.3 mg SCT／headの投与量で

イヌに経鼻投与し，比較のために SCT 溶液を皮下投与した．その結果，

Formulation-Lは 2 時間にわたり低い血漿中濃度を維持し（Fig. 7），絶対バイオア

ベイラビリティは 8.7%であった（Table 2）．このことから，溶液製剤での SCTの

経鼻吸収はイヌ，ラット両方で低いことが確認された．一方，Formulation-PNは速

やかな血漿中濃度のピークを示し（20 分），バイオアベイラビリティは

Formulation-Lの 2.9倍の 24.9%であった．なお皮下投与時は 45分で血漿中濃度の

ピークを示し，バイオアベイラビリティは 50.9%であった．このようにイヌにおい

ても，NACを含む粉末製剤では皮下投与より速やかに吸収され，皮下投与の約半

分もの高いバイオアベイラビリティが得られることが確認された． 
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Fig. 7. Comparison of plasma concentration ‒  time profiles following nasal 
administration of liquid and powder formulations, and subcutaneous administration 
(○) of 0.3 mg of salmon calcitonin in dogs.  
▲; Formulation-L, ●; Formulation-PN.  
Data represent mean plasma concentrations of salmon calcitonin ± SD (n = 4). 
 

 

15 



 

Table 2. Bioavailabilities of salmon calcitonin after nasal administration of liquid 
and powder formulations, and subcutaneous administration containing 0.3 mg of 
salmon calcitonin in dogs. 
 

 

 

 

 

 

 

Formulation

Formulation-L

Formulation-PN

S.C. administration

I.V. administration

Enhancers

None

NAC

AUC0-120 (ng/ml·min)

326 ± 187

931 ± 132

1908 ± 576

3747 ± 645

Bioavailability (%)

8.7 ± 5.0

24.9 ± 3.5 a

50.9 ± 15.4

100.0 ± 17.2

Formulation

Formulation-L

Formulation-PN

S.C. administration

I.V. administration

Enhancers

None

NAC

AUC0-120 (ng/ml·min)

326 ± 187

931 ± 132

1908 ± 576

3747 ± 645

Bioavailability (%)

8.7 ± 5.0

24.9 ± 3.5 a

50.9 ± 15.4

100.0 ± 17.2

Data represent the mean ± SD (n = 4).
Statistical analysis was performed using Student’s t test. a P < 0.01 versus Formulation-L.

 

 動物試験からヒトへの直接の外挿は困難ではあるが［46］，絶対バイオアベイラ

ビリティ及び相対バイオアベイラビリティはラットとイヌで類似しており，溶液

製剤に対するバイオアベイラビリティの改善率もイヌとラットで類似していたこ

とから，本製剤によるペプチド性薬物の吸収改善効果には種差が小さく，ヒトに

おいても同様の効果が得られることが示唆された． 
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第 3節 ヒト副甲状腺ホルモン（1-34）とヒトインスリンの吸収評価 

 NACを含む粉末製剤が他のペプチド性薬物へも適用可能かを調べるために，2

種のモデルペプチドPTHとINSの経鼻吸収性を評価した．両薬物の粉末製剤はSCT

処方と同じ，エチルセルロースを賦形剤，NACを粘液溶解剤とする方法で調製し，

ラットに経鼻投与した．PTHとINSの液体製剤は，両薬物を生理食塩水に溶解する

ことにより調製し，比較のためにラットに経鼻投与した．なお，絶対バイオアベ

イラビリティを求めるため，同じ投与量の溶液を静脈内投与した．PTHの血漿中

濃度推移をFig. 8に，INSの血漿中濃度推移をFig. 9に示し，AUC0–120と絶対バイオ

アベイラビリティをTable 3に示した．Fig. 8, 9に示したように，両粉末製剤共に速

やかな吸収が見られ，SCTと同様に投与後 30分以内に明確な吸収ピークが認めら

れた．絶対バイオアベイラビリティはPTHで 28.2%，INSで 23.4%と算出され，ど

ちらもSCTと非常に近い値であった．一方，両薬物の溶液処方は低い血漿中濃度を

維持し，明確な血漿中濃度のピークが認められなかった．バイオアベイラビリテ

ィはPTHで 8.5%，INSで 10.5%であり，溶液処方についてもSCTと同様の吸収プロ

ファイルとバイオアベイラビリティであった． 
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Fig. 8. Comparison of plasma concentration – time profiles in rats following nasal 
administration of liquid or powder formulations containing 0.1 mg of human 
parathyroid hormone (1–34). 
○ Liquid formulation; ● Powder formulation containing N-acetyl-L-cysteine. 
Data represent mean plasma concentrations ± SD (n = 7). 
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Fig. 9. Comparison of plasma concentration – time profiles in rats following nasal 
administration of liquid or powder formulations containing 0.1 mg of human insulin. 
○ Liquid formulation; ● Powder formulation containing N-acetyl-L-cysteine. 
Data represent mean plasma concentrations ± SD (n = 7). 
 

Table 3. Bioavailabilities of human parathyroid hormone (1–34) (PTH) or human 
insulin (INS) in rats after nasal administration of liquid and powder formulations 
containing 0.1 mg of either drug. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 Data represent means ± SD (n = 7).
Statistical analysis was performed using Student’s t-test. a P < 0.01 versus liquid formulation.

Formulation

Liquid  

Powder

I.V. administration

Liquid  

Powder

I.V. administration

Enhancer

None

NAC

None

NAC

AUC0-120 (ng/ml·min
or µU/ml·min)

1803 ± 953

6001 ± 1394

21289 ± 2874

39083 ± 33309

87198 ± 39510

340670 ± 56517

Bioavailability (%)

8.5 ± 4.5

28.2 ± 6.5 a

100.0 ± 13.5

10.5 ± 8.9

23.4 ± 10.6 a

100.0 ± 16.6

Peptide

PTH

INS

Formulation

Liquid  

Powder

I.V. administration

Liquid  

Powder

I.V. administration

Enhancer

None

NAC

None

NAC

AUC0-120 (ng/ml·min
or µU/ml·min)

1803 ± 953

6001 ± 1394

21289 ± 2874

39083 ± 33309

87198 ± 39510

340670 ± 56517

Bioavailability (%)

8.5 ± 4.5

28.2 ± 6.5 a

100.0 ± 13.5

10.5 ± 8.9

23.4 ± 10.6 a

100.0 ± 16.6

Peptide

PTH

INS

 

 このように PTH （MW 4118）と INS（MW 5750）についても，NACを含む粉

末製剤によって経鼻投与したとき，SCT（MW 3432）と同等の良好なバイオアベ

イラビリティが得られた．本粉末製剤によって SCTを投与したとき，ラットとイ

ヌのバイオアベイラビリティは類似しており，ヒトにおいても同等のバイオアベ
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イラビリティが得られることが示唆された．それゆえ PTHと INSについても，臨

床的に十分なバイオアベイラビリティが得られることが期待できる．しかしなが

ら，SCTと INSは分子内にジスルフィド結合を持っているため，NACを含む粉末

製剤によって鼻腔内に投与した時，吸収される過程で NACによってジスルフィド

結合が切断され，ELISA で検出したものはインタクトなペプチドではなく薬効を

示さない可能性がある．そこでラットに NAC を含む粉末製剤によって SCT を経

鼻投与した後に，SCT の薬効であるカルシウムの低下作用を調べたところ，定性

的ではあるが Fig. 10に示したように SCTと NACを含む粉末製剤は血中カルシウ

ム濃度を低下させたことから，ELISAで検出された SCTは薬効を保持したもので

あることが示唆された． 
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Fig. 10. Plasma concentration of calcium in rats following nasal administration of 
powder formulation containing SCT and NAC (○) or saline (●). 
Data represent mean plasma concentrations ± SD (n = 3). 
 

これら 3 種のペプチドの間で，小さいながらもバイオアベイラビリティの分子

量依存性が見られ，その関係には直線性が認められた．これは薬物の分子量が大

きくなるほど膜透過性が低下するという，よく知られた事実を反映しているもの

と考えられる．以上の結果より，本粉末経鼻製剤は種々のペプチド性薬物の経鼻

投与に，広く適用可能であることが示唆された．  
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第 4節 粘膜刺激性の評価 

NACはムコ多糖のジスルフィド結合を開裂させ，速やかに粘液層を液状化させ

るため［34］，粘液バリアーが低減し，薬物吸収が促進されると考えられる．この

ような吸収促進メカニズムのため，鼻粘膜への刺激性や傷害性が少ないことが期

待され，実際に長年の臨床使用経験により，NACの粘膜投与時の安全性は十分に

確立されている［35］．またエチルセルロースは不活性な粉末であり，医薬品添加

剤として長年使用されていることから，NACを含む粉末製剤の経鼻投与時の安全

性に問題はないと考えられる．このことを確かめるためウサギを用いた 2 種の粘

膜刺激性試験を実施した．1つは 8日間連続投与時の鼻粘膜の病理試験であり，も

う 1つは眼粘膜への一次刺激性試験である． 

NACを 0.15 mg又は 0.25 mg含む粉末をそれぞれ 3匹のウサギに連続 8日間経

鼻投与した．病理試験の結果を Table 4にまとめ，代表的な鼻腔の切断面を Fig. 11

に示したが，鼻道，軟口蓋，咽喉頭，気管及び肺共に病理学的，解剖学的な異常

は認められず，鼻粘膜に関しては粉末を投与していない左側の鼻腔と比べて変化

は見られなかった．眼粘膜への一次刺激性試験についても刺激，膨張，赤化，涙

液分泌は全く認められなかった．これらの結果から，NACを含む粉末製剤は粘膜

に全く刺激性がないか，あっても無視できる程度であることが示唆された． 

 

 
ControlControl NAC: 0.25 mgNAC: 0.25 mg

 

 

 

 

 

 

Fig.11. Cross-sectional photographs of nasal cavity in rabbits after the 
administration of SCT powdery formulation. 
Upper; the nasal formulation without NAC was administered for 8 days (control). 
Lower; the nasal formulation containing 0.25 mg of NAC was administered for 8 days. 
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Table 4. Pathological abnormality in nasal cavity and related tissues or organs after 
multiple nasal administrations of powdery formulation with NAC to rabbits for eight 
consecutive days 

 

N : Negative,   Pos : Positive

Neatus (left:　part of administration)
Nasoturbinate, ventral
Nasoturbinate, dorsal
Nasoturbinate, medial
Nasoturbinate, internal
Meatus, ventral
Nasoseptum

Neatus (right:　no treatment)
Nasoturbinate, ventral
Nasoturbinate, dorsal
Nasoturbinate, medial
Nasoturbinate, internal
Meatus, ventral
Nasoseptum

Soft palate
Laryngopharynx
Trachea
Lung

0.25 mg0.15 mg

N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N

N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N

N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N

N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N

NAC

M
101

M
102

M
103

M
201

M
202

M
203

N : Negative,   Pos : Positive

Neatus (left:　part of administration)
Nasoturbinate, ventral
Nasoturbinate, dorsal
Nasoturbinate, medial
Nasoturbinate, internal
Meatus, ventral
Nasoseptum

Neatus (right:　no treatment)
Nasoturbinate, ventral
Nasoturbinate, dorsal
Nasoturbinate, medial
Nasoturbinate, internal
Meatus, ventral
Nasoseptum

Soft palate
Laryngopharynx
Trachea
Lung

0.25 mg0.15 mg

N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N

N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N

N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N

N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N
N N N

NAC

M
101

M
102

M
103

M
201

M
202

M
203
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第 5節 小括 

 本章の結果をまとめると，NACを含む粉末経鼻製剤はラット及びイヌにおいて，

皮下投与と同等のレベルまで SCT の吸収を改善した．この吸収改善効果は NAC

の粘液溶解作用と粉末処方による局所高濃度の相乗効果によるものと思われた．

バイオアベイラビリティはラットとイヌで類似していたことから，本製剤による

ペプチド性薬物の吸収改善効果は種差が小さく，ヒトにおいても同様の効果が得

られることが示唆された． 

 また，PTH（分子量 4118）と INS（分子量 5750）についても，NACを含む粉末

製剤を用いて経鼻投与したとき，SCT（分子量 3432）と同等の良好なバイオアベ

イラビリティが得られたことから，本粉末経鼻製剤は種々の中鎖ペプチド性薬物

の経鼻投与に，広く適用可能であることが示唆された．  

さらにウサギを用いた鼻粘膜及び眼粘膜への刺激性試験の結果，本粉末経鼻製

剤の粘膜への傷害性や刺激性は全く無いか，あっても無視できる程度であること

が示唆された． 

以上の結果から，本製剤処方はペプチド性薬物の経鼻投与に広く適用できると

考えられた． 
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第 II章 粘液溶解剤NACを用いた粉末製剤によるペプチド性薬物の経
鼻吸収における粉末特性の影響 

前章において NACを含む粉末製剤によって，ペプチド性薬物の経鼻吸収が大幅

に改善されることが示された．この改善効果は，第一に粉末製剤として薬物を鼻

腔に投与したことに起因すると思われる．鼻腔内の限られた水分で薬物が溶解す

るため，局所的な高濃度が形成され，この高い濃度グラジエントにより，分子量

が比較的高いペプチド性薬物でも鼻粘膜を透過することが可能であったと考えら

れる．また，非吸水性の粉末を賦形剤として使用したことによって，鼻腔内の水

分を粉末がトラップせず，薬物が溶解するための水分が確保でき，速やかに薬物

が溶解し，結果的に迅速な薬物吸収が達成されたと考えられる．速やかな薬物吸

収により，粘液繊毛クリアランスで鼻腔から排除されることを回避できると考え

られる．さらに吸収促進剤として粘液溶解剤 NACを利用することにより，ムコ多

糖のジスルフィド結合を切断し，鼻粘液の粘度を低下させ，その結果粘液バリア

ーが消失又は減弱し，ペプチド性薬物の拡散が促進されたと考えられる．すなわ

ち，薬物の高い濃度グラジエントと，NACの粘液溶解作用の組み合わせによって，

高いバイオアベイラビリティが達成されたと考えられる（Fig. 12）． 

これまでに炭酸カルシウム［44,45］，結晶セルロース［47,48］，ヒドロキシプロ

ピルセルロース［48］，カーボポール［49］，乳糖［50］，β－シクロデキストリン

［51,52］等を粉末経鼻投与製剤の賦形剤として用いたとき，ペプチド性薬物の鼻

粘膜からの吸収が増大すると報告されている．吸収が増大するメカニズムとして

は，粉末は溶液と比べてペプチド性薬物の安定性に有利に働くことや，鼻粘膜上

での滞留時間が延長することによると考察されている［44,45,53］． 

本検討に用いた NACを含む粉末製剤は速やかな薬物吸収を示すため，鼻粘膜上

での滞留時間が延長し，吸収が増大したとは考えにくい．上記で考察したように，

速やかな薬物の溶解による高濃度グラジエントの形成等が主な要因であると考え

られる．いずれにしても，吸収改善効果を最大化するためには，粉末賦形剤の選

択は重要であると思われる．本章では種々の賦形剤を用いた粉末製剤の経鼻吸収

性を調べることによって，メカニズムの検証を行うとともに，製剤処方の最適化
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を行った． 
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Fig. 12. Possible mechanism for the improved nasal bioavailability of peptide drug 
delivered in a powder formulation with ethylcellulose and N-acetyl-L-cysteine. 
 

第 1節 粉末賦形剤の吸水性の影響 

粉末経鼻製剤の賦形剤として非吸水性の粉末が，薬物吸収を改善する上で有利

に働くことを確かめるために，エチルセルロースと乳糖の 2 種の粉末をモデル賦

形剤としてラットでのSCTの経鼻吸収を比較した．これらの粉末は完全に異なる物

理的性質を有しており，乳糖は非常に水に溶けやすいが，エチルセルロースは水

に溶解しない上に，疎水性で水を吸収しない性質を有している．本比較試験では

NAC以外に，ペプチド性薬物の吸収促進剤として汎用されているグリココール酸

ナトリウム（SGC）を用いた．血漿中濃度推移をFig. 13AとFig. 13Bで比較したが，

いずれもエチルセルロースを含む処方の方が，乳糖を含む処方より速やかな吸収

とピーク時の高い血漿中濃度が認められた．AUC0–120とバイオアベイラビリティは

Table 5にまとめたが，NACを含むエチルセルロース処方は，NACを含む乳糖処方

の 2.9 倍のバイオアベイラビリティを示し，SGCを含むエチルセルロース処方も，
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SGCを含む乳糖処方の 1.4 倍のバイオアベイラビリティを示した．この結果より，

吸収促進剤の種類に関わらず，水溶性の粉末より水不溶性の粉末を賦形剤として

用いた方が，経鼻投与時のバイオアベイラビリティを改善する効果が高いことが

示された． 
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Fig. 13. Comparison of plasma concentration ‒  time profiles following nasal 
administration of powder formulations containing ethylcellulose (●) or lactose (○) 
filler, 0.1 mg of salmon calcitonin, and absorption enhancer (N-acetyl-L-cysteine, 
NAC; or sodium glycocholate, SGC) in rats. 
Panel A, NAC; panel B, SGC. 
Data represent mean plasma concentrations of salmon calcitonin ± SD (n = 4 or 5). 
 

Table 5. Bioavailabilities of salmon calcitonin in rats after nasal administration of 
powder formulations containing ethylcellulose or lactose. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Filler

Ethylcellulose

Lactose

Ethylcellulose

Lactose

Enhancer

NAC  

NAC 

SGC

SGC

AUC0-120 (ng ml–1 min–1 )

11376 ± 3247

3984 ± 1810

6832 ± 196

4749 ± 586

Bioavailability (%)

30.0 ± 8.6 a

10.5 ± 4.8

18.0 ± 0.5 b

12.5 ± 1.5

Data represent means ± SD (n = 4 or 5).
Statistical analysis was performed using Student’s t-test. a P < 0.01 versus formulation with 
lactose and N-acetyl-L-cysteine. b P < 0.05 versus formulation with lactose and glycocholate.

次に，種々の水不溶性の粉末賦形剤のペプチド経鼻吸収に及ぼす影響を調べる

ために，6種類の賦形剤，硬化ヒマシ油（HCO），炭酸カルシウム（CaCO3），タル
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ク，結晶セルロース，マイクロセラック，エチルセルロースを用い，SCTとNAC

を含む粉末製剤をラットに経鼻投与した．これらの賦形剤の水への親和性はそれ

ぞれ異なっており，その指標としてTakedaらの方法［54］に従い測定した吸水速度

を用い，それらの値をTable 6にまとめた．これら 6種の賦形剤を用いた粉末製剤

を投与したときのSCT血漿中濃度推移をFig. 14に示し，AUC0–120と絶対バイオアベ

イラビリティをTable 6 にまとめた．予想どおり粉末賦形剤の種類によってSCTの

吸収は大きく異なり，エチルセルロースが最も高いバイオアベイラビリティを示

した．吸水速度の小さい賦形剤であるエチルセルロース，HCO，タルク及びCaCO3

は 20～30%の高いバイオアベイラビリティを示し，吸水速度の大きい 2 種の賦形

剤，結晶セルロースとマイクロセラックのバイオアベイラビリティはそれぞれ

15.3%と 7.5%とかなり低かった．Table 6 に示したSCTのバイオアベイラビリティ

をそれぞれの粉末賦形剤の吸水速度に対してプロットしたところ，Fig. 15に示し

たように，かなり良好な直線関係が得られた．この傾向は粉末賦形剤の水への親

和性及び吸水性が，バイオアベイラビリティに影響を与える主要な要因であるこ

とを示しており，本粉末経鼻製剤による吸収改善の推定メカニズムを支持する結

果が得られた． 
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Fig. 14. Comparison of plasma concentration ‒ time profiles in rats following nasal 
administration of powdery formulations with various water-insoluble fillers: 
ethylcellulose (●), hydrogenated castor oil (○), talc (▲), calcium carbonate (△), 
crystalline cellulose (■), or Microcelac (□). Each formulation contained 0.1 mg of 
salmon calcitonin and 1.5 mg of N-acetyl-L-cysteine. 
Data represent mean plasma concentrations of salmon calcitonin ± SD (n = 4 or 5). 
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Table 6. Bioavailabilities of salmon calcitonin in rats after nasal administration of 
powder formulations containing various fillers and N-acetyl-L-cysteine. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Filler

Ethylcellulose

Hydrogenated castor oil

Talc

Calcium carbonate

Crystalline cellulose

Microcelac

Water absorption
speed (mm/min)

0.0 

0.0

0.2

4.7

38.0

70.0

Data represent means ± SD (n = 4 or 5).
Statistical analysis was performed using Student’s t-test. a P < 0.01 versus Microcelac. b P < 0.05 
versus Microcelac. c P < 0.05 versus crystalline cellulose.

Water
absorbability

non

non

poor

poor

medium

high

Bioavailability
(%)

29.7 ± 9.5 a,c

21.7 ± 9.2 b

23.3 ± 4.0 a

22.9 ± 8.3 b

15.3 ± 8.7

7.5 ± 2.2

AUC0-120
(ng ml–1 min–1 )

11288 ± 3621

8227 ± 4298

8841 ± 1508

8712 ± 3167

5802 ± 3301

2856 ± 832
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Fig. 15. Influence of water absorbability of filler in the powder formulation on nasal 
bioavailability of salmon calcitonin. 
Data represent mean bioavailabilities of salmon calcitonin (n = 4 or 5). 
 

 第I章で検討した結果より，NACを含む粉末製剤はNACを含む液体製剤より，ペ

プチド性薬物の経鼻吸収性が高かった．本検討では賦形剤として用いる粉末の種

類が，経鼻投与時のバイオアベイラビリティに大きく影響することを明らかにし
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た．この知見は以前に報告されたことと本質的に一致する．実際，Ishikawaらは

CaCO3を含む粉末製剤では，鼻腔内での薬物滞留時間が延長することによって，バ

イオアベイラビリティが改善すると述べている［44,45］．また，Sakagamiらは粉末

製剤中のポリマーの粘膜付着性が増大するほど，バイオアベイラビリティは増大

すると述べている［55］．吸収部位近傍での薬物滞留時間の延長が，バイオアベイ

ラビリティ改善のための重要な因子かもしれないが［56,57］，NACとエチルセルロ

ースを含む粉末製剤では，薬物血漿中濃度の増加は吸収のごく初期段階で見られ，

薬物の滞留時間の延長により吸収が増大した訳ではない．このことは，エチルセ

ルロースが粘膜付着性をほとんど有していないことと，鼻粘膜上での粘液繊毛ク

リアランスにより，速やかに吸収部位から薬物が排除される［58］という事実か

らも支持される． 

 NACとエチルセルロースを含む粉末製剤による吸収改善効果の最もふさわしい

推定メカニズムは，吸収近傍でのペプチド性薬物濃度の増大である．粉末製剤の

調製において，薬物と NAC 粒子はエチルセルロース粒子の表面に付着している．

鼻腔へ投与後，この粒子は粘液層上に分散し，粘液繊毛クリアランスにより咽喉

頭へ移動する．このプロセスの中で，NAC粒子は粘液中の水分によって速やかに

溶解し，粘液中のムコ蛋白のジスルフィド結合を切断し［45］，効果的に粘液を液

状化し粘液バリアーを低減又は消失させる．薬物粒子もまた速やかに溶解し，局

所的な高濃度グラジエントを形成し，それが粘膜上皮細胞を透過するための強力

な駆動力となっている．このように局所高濃度による駆動力の増大と，粘液バリ

アーの減少が相乗効果的に働くことにより，粘膜上皮細胞の薬物透過性が増大す

ると考えられる．さらに，薬物が高濃度で存在することにより，蛋白分解酵素の

作用が飽和して，酵素による分解を受ける確率が減少している可能性もある．以

上の推定メカニズムによって，NACを含む粉末製剤によるペプチド性薬物の劇的

な吸収促進を説明することは可能である． 

 上記の推定メカニズムに従えば，粉末製剤の主な組成である賦形剤の物理化学

的性質は非常に重要である．親水性で吸水性の高い賦形剤を用いると，鼻腔内の

水分を速やかに吸収し，薬物や NACの溶解を妨げるかもしれないし，もし薬物が

溶解したとしても，賦形剤が薬物溶液を吸い込んでしまう恐れがある．それに対
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して，親水性が低く非吸水性の賦形剤を用いると，鼻腔内の水分は全て薬物と NAC

の溶解に使うことができる． 

さらなるエビデンスが必要ではあるが，これまでに得られたデータはすべて，

上記メカニズムを支持している． 
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第 2節 NAC量の影響 

SCTの経鼻吸収に及ぼすNAC量の影響を調べるために，NAC量を 0 mg，0.05 mg，

0.10 mg，0.15 mg又は 0.25 mgに変動させた 5種の SCT（1.0 mg/dose）を含む粉末

処方を調製し，ラットに経鼻投与した．その結果，NAC量を増やすほどバイオア

ベイラビリティは上昇したが，NAC量が 1.5mg以上ではバイオアベイラビリティ

は約 35%で飽和に達した（Fig. 16）．  
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Fig. 16. Influence of NAC amount in the powder formulation on nasal bioavailability 
of salmon calcitonin.  
Data represent the mean absolute bioavailabilities of salmon calcitonin ± SD (n = 4). 
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第 3節 粒子サイズの影響 

 SCTの経鼻吸収に及ぼす粉末賦形剤の粒子径の影響を調べた．平均粒子径 76 µm

のエチルセルロースを，45 µm以下，75–106 µm及び 150–250 µmの 3つの異なる

粒子サイズに篩い分けした．これらの分子サイズの粒子を賦形剤として用い，SCT

を含む 3種の処方，Formulation-S, Formulation-M及び Formulation-Lを調製し，ラ

ットに経鼻投与した．Table 7にバイオアベイラビリティと各処方の平均粒子径を

まとめたが，化学組成は同一であるにも係らず，粒子径が小さい粉末賦形剤を用

いた処方の方が，より高いバイオアベイラビリティが得られることが明らかにな

った．なお，Formulation Mの平均粒子径は篩い分けしていないエチルセルロース

の平均粒子径とほぼ等しく，両者のバイオアベイラビリティも近い値であった

（30.0%及び 28.6%）．  

 

Table 7. Bioavailabilities of salmon calcitonin after nasal administration of powder 
formulations containing ethylcellulose of different particle sizes. 
 

 

 

 

 

 

 

Formulation

Formulation-S

Formulation-M

Formulation-L

Particle size range
(µm)

< 45

75-106  

150-250

Average particle 
size (µm)

34.2

80.6 

172.4

Bioavailability (%)*

35.1 ± 7.5

28.6 ± 9.5  

22.0 ± 6.1

*Data represent means ± SD (n = 4 or 5).

 最も小さい粒子サイズのエチルセルロースを用いた粉末製剤が，最も高いバイ

オアベイラビリティを示したことは理にかなっているように思われる．というの

は，粒子サイズが小さい程，粉末粒子の比表面積が増大し，薬物がより溶解しや

すくなるからである．さらに，粉末の飛散性の影響も無視できないと思われる．

なぜなら，鼻腔内に投与するとき同じ空気圧で噴射すると，大きい粉末粒子より

小さい粉末粒子ほど鼻腔内で広範に飛散することができ，結果としてより効率的

に吸収部位に分散することができると考えられるからである． 

 現在得られているデータだけでは，粒子サイズの影響を正確に見積もることは
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難しいが，粒子サイズの影響が粉末経鼻製剤を設計する上で，重要な要因の 1 つ

であることは間違いないと思われる． 
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第 4節 小括 

本章の結果をまとめると，NACを含む粉末経鼻製剤において，粉末の物理化学

的及び粉体工学的性質が，ペプチド性薬物の経鼻吸収に大きく影響していること

が示された．種々の水不溶性粉末の中で，エチルセルロースのような親水性が低

く非吸水性の粉末が，ペプチド性薬物のバイオアベイラビリティを大幅に改善し，

実用的な粉末経鼻製剤に用いる賦形剤の最適な候補であることを見出した．NAC

を含む粉末製剤によって示された吸収改善効果は，薬物の局所高濃度による膜透

過駆動力の増大と，NACによる粘液バリアーの減少が相乗効果的に働くことによ

るという，推定メカニズムによって説明することができる． 

また，上記の賦形剤の選択以外にも，NAC量や粉末の粒子サイズ等の因子が，

粉末製剤の処方を最適化する上で重要であることが示された． 
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第 III章 粘液溶解剤 NACと非イオン性界面活性剤 Laureth-25を用い
た液体製剤によるペプチド性薬物の経鼻吸収の改善 

 前章までに，NACを用いた粉末製剤が，ペプチド性薬物の経鼻吸収を大幅に改

善し，しかも，鼻粘膜への刺激性や傷害性がほとんどないことが示され，本粉末

製剤がペプチド性薬物の経鼻投与に広く適用可能であることが示唆された．しか

しながら，粉末製剤を鼻腔に投与したとき，一部の粉末粒子が咽頭を経由して肺

に達し［38］，気管支炎の患者等では発作を起こす危険性がある．そのため，粉末

製剤と同様の有効性・安全性を示す液体製剤が望まれるところである．  

 これまでの検討で，溶液製剤では NACの吸収改善効果は，粉末製剤で見られる

ほど強力でなく，かなり限られたものであることが示された．そのため，NAC以

外にもう 1成分の吸収促進剤を加えて，2成分の相乗効果によって液体製剤におけ

るペプチド性薬物の吸収を改善することを企図した．著者らの研究グループでは，

消化管において NACと非イオン性界面活性剤である TX-100を共に作用させたと

き，ペプチド性薬物の吸収が大幅に改善されることを見出した［32,33］．このよう

に NACと TX-100の組み合わせによって吸収が増大するのは，TX-100単独では粘

液バリアーによって粘膜表面にほとんど到達できず，十分な吸収促進効果を示す

ことが出来ないが，NACが共存することによって，粘液層が液状化して粘液バリ

アーが消失するため，TX-100 が粘膜表面に効率的に到達することが可能となる．

そのため自身の界面活性作用により粘膜の脂質二重膜を流動化させ，ペプチド性

薬物の膜透過性を高めていると考えられる．このコンセプトを消化管粘膜でなく

鼻粘膜に適用するに当たり，TX-100では粘膜刺激性が強すぎて，消化管より敏感

な鼻粘膜には不適当であると考えられたので，TX-100よりマイルドな種々の界面

活性剤を，NAC共存下での薬物吸収の促進効果を指標としてスクリーニングした

ところ，非常にマイルドな非イオン性界面活性剤であるポリオキシエチレン（25）

ラウリルエーテル（Laureth-25, Fig. 17）が優れた吸収促進効果を示すことを見出し

た．  

本章では NACと Laureth-25の組み合わせによる，ペプチド性薬物の経鼻吸収改

善効果を検証すると共に，処方の最適化による製剤設計を行った．さらに，鼻粘
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膜への刺激性を検討することによって，本液体製剤の実用性について評価した． 

 
CH3-(CH2)10-O-(CH2CH2O)25-H 

Fig. 17. The chemical structure of polyoxyethylene (C25) lauryl ether (Laureth-25) 

 

第 1節 ラットにおける FD-4の吸収評価 

 NACとLaureth-25の組み合わせによる，経鼻吸収改善効果を検証するために，モ

デル薬物としてFITCデキストラン（FD-4）を含む 4 種の液体製剤を調製して，ラ

ットに経鼻投与した．また，絶対バイオアベイラビリティを算出するため，同じ

量のFD-4を静脈内投与した．FD-4の血漿中濃度推移をFig. 18に示し，AUC0–120と

絶対バイオアベイラビリティをTable 8に示した．Formulation-C（FD-4の生理食塩

水溶液）は 2 時間にわたって約 1 µg/mlの低い血漿中濃度が持続し，バイオアベイ

ラビリティは 8.2%であった．Formulation-NはFD-4とNACを含む生理食塩水溶液で

あるが，Formulation-Cと類似した血漿中濃度推移を示したものの，バイオアベイ

ラビリティはわずかに上昇し 11.5%であった．このことからNAC単独ではFD-4 の

吸収をほとんど改善しないことが示された．Formulation-LはFD-4 とLaureth-25 を

含む生理食塩水溶液であるが，バイオアベイラビリティは約 2倍（15.8%）に上昇

したことから，Laureth-25等の非イオン性界面活性剤は経鼻吸収を促進することが

示された．しかしながら，この吸収促進効果には明らかなラグタイムが認められ

（Fig. 18），粘液バリアーによりLaureth-25 の粘膜表面への接近が妨げられ，粘膜

上皮細胞の構造変化による吸収促進効果の発現に遅れが生じたことが示唆された．

NACとLaureth-25の両方を含むFormulation-LNを投与したとき，FD-4は速やかに吸

収され高い血漿中濃度の持続が認められた．バイオアベイラビリティは 40.0%であ

り，Formulation-Cの 4.9倍まで上昇した．NAC単独やLaureth-25単独では顕著な吸

収改善を示さなかったことを考慮すると，この吸収改善効果はNACの粘液溶解作

用とLaureth-25の界面活性作用が相乗効果的に働いた結果であると考えられる．す

なわちNACにより粘液バリアーが消失し，Laureth-25が容易に粘膜上皮細胞表面に

接近できたためと考えられる． 
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 NACの作用メカニズムは粘液成分であるムコ多糖のジスルフィド結合を切断す

ることによって，粘液を流動化する［45］ことに基づいていると考えられるが，

最近，NACがNa+チャンネンをダウンレギュレートすることによって，粘膜表面の

液体量を調節し，結果的に粘液の粘度を低下させるという報告がある［43］．なお，

NACの作用により分子が粘膜上皮細胞表面に接近しやすくなることは，嚢胞性線

維症の遺伝子治療において，NAC処理の後に遺伝子導入ベクターを作用させると，

遺伝子発現量が大幅に上昇するという実験的結果［59］からも傍証されている． 

 なお，Formulation-LNにおいて FD-4血漿中濃度が 2時間にわたって，高い値で

維持されていることに注意する必要がある．これは血漿中 FD-4濃度を測定した蛍

光光度計の感度が，エンザイムイムノアッセイのように高くないため，かなり高

濃度のFD-4を投与せざるを得ず，結果的に投与部位でのFD-4の吸収が飽和して，

このような長時間にわたって血漿中濃度が維持するという薬物動態プロファイル

が見られたものと思われる． 
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Fig. 18. Comparison of plasma concentration – time profiles following nasal 
administration of various aqueous formulations containing 2.5 mg of FD-4.  
△; Formulation-C (saline solution of FD-4), ▲; Formulation-L (saline solution of FD-4 
containing Laureth-25), ○; Formulation-N (saline solution of FD-4 containing NAC), 
●; Formulation-LN (saline solution of FD-4 containing NAC and Laureth-25).  
Data represent mean plasma concentrations of FD-4 ± SD (n = 4). 
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Table 8. Bioavailabilities of FD-4 after nasal administration of various aqueous 
formulations containing 2.5 mg FD-4. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Formulation

Formulation-C  

Formulation-N

Formulation-L

Formulation-LN

I.V. administration

Enhancers

None

5% NAC 

5% laureth-25

5% NAC + 
5% laureth-25

AUC0-120 (µg/ml·min)

84 ± 4

117 ± 59

165 ± 109

382 ± 74 

955 ± 57

Bioavailability (%)

8.2 ± 0.6

11.5 ± 5.6

15.8 ± 11.0

40.0 ± 5.5 a, b, c

100.0 ± 6.0

Formulation

Formulation-C  

Formulation-N

Formulation-L

Formulation-LN

I.V. administration

Enhancers

None

5% NAC 

5% laureth-25

5% NAC + 
5% laureth-25

AUC0-120 (µg/ml·min)

84 ± 4

117 ± 59

165 ± 109

382 ± 74 

955 ± 57

Bioavailability (%)

8.2 ± 0.6

11.5 ± 5.6

15.8 ± 11.0

40.0 ± 5.5 a, b, c

100.0 ± 6.0

Data represent the mean ± SD (n = 4).
Statistical analysis was performed using Student’s t test. a P < 0.01 versus Formulation-C.
b P < 0.01 versus Formulation-N. c P < 0.05 versus Formulation-L. 

Laureth-25

Laureth-25

 Laureth-25濃度を 5%に固定して，NAC濃度を上昇させたときの FD-4のバイオ

アベイラビリティ変化を Fig. 19示し，NAC濃度を 5%に固定し，Laureth-25濃度

を上昇させたときの FD-4バイオアベイラビリティの変化を Fig. 20に示した．FD-4

のバイオアベイラビリティは NAC 濃度の上昇に従い直線的に上昇したが，NAC

濃度が 2%と 5%ではほぼ同じバイオアベイラビリティであったため，吸収促進効

果は 2%以上で飽和すると思われた（Fig. 19）．また，Laureth-25濃度の上昇に従い

バイオアベイラビリティは直線的に上昇し，Laureth-25濃度が 1%以上でほぼ飽和

することが認められた（Fig. 20）．これらの結果から，FD-4のバイオアベイラビリ

ティの最大値は 40%程度であり，両吸収促進剤 NAC と Laureth-25 の濃度の適当

な組み合わせによって，最大のバイオアベイラビリティ達成できることが示され

た．さらに，NAC と Laureth-25 の両方の濃度を変動させたとき，1% NAC と 1% 

Laureth-25の組み合わせでは，バイオアベイラビリティは 9.9% ± 6.5%であり，2% 

NACと 2% Laureth-25の組み合わせでは，バイオアベイラビリティ 19.6% ± 0.5%

であった．それゆえ，最大の吸収促進効果を得るためには，NAC 又は Laureth-25

のどちらか一方の濃度を 5%にすることが必要であることが分かった． 
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Fig. 19. Influence of NAC concentration in the formulation on nasal bioavailability 
of FD-4 at a fixed Laureth-25 concentration of 5%. 
Data represent the mean plasma concentrations of FD-4 ± SD (n = 4). 
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Fig. 20. Influence of Laureth-25 concentration in the formulation on nasal 
bioavailability of FD-4 at a fixed NAC concentration of 5%. 
Data represent the mean plasma concentrations of FD-4 ± SD (n = 4). 
 

 

 

38 



 

第 2節 ラットにおけるサケカルシトニンの吸収評価 

NACとLaureth-25 の吸収促進効果がペプチド性薬物にも適用可能かを調べるた

めに，モデルペプチドとしてSCTを用い，ラットの経鼻吸収性を検討した．薬物と

してFD-4の代わりにSCTを含んでいることを除いては，Table 8と同じ 4種の液体

処方を調製し，ラットに経鼻投与した．SCTの血漿中濃度推移をFig. 21に比較し，

AUC0–120と絶対バイオアベイラビリティをTable 9にまとめた．Formulation-C（SCT

の生理食塩水溶液）は 2 時間にわたって低い血漿中濃度が持続し，バイオアベイ

ラビリティは 7.4%であった．Formulation-NはSCTとNACを含む生理食塩水溶液で

あるが，FD-4の場合と異なりバイオアベイラビリティはFormulation-Cの約 2倍の

15.7%に上昇した．このことからNACによる粘膜上皮細胞上の粘液層の除去が，

SCTの経鼻吸収において重要な役割を果たしていることが示唆された．

Formulation-LはSCTとLaureth-25を含む生理食塩水溶液であるが，バイオアベイラ

ビリティは 12.3%に上昇したことから，非イオン性界面活性剤のLaureth-25がSCT

の経鼻吸収を促進することが示された．NACとLaureth-25 の両方を含む

Formulation-LNを投与したとき，FD-4の場合と同様にSCTの速やかな吸収と高い血

漿中濃度が認められ，バイオアベイラビリティは 20.6%に上昇した． 

 SCTの経鼻吸収におけるNACと Laureth-25の組み合わせによる吸収促進効果を，

ペプチド性薬物の吸収促進剤として汎用されるグリココール酸ナトリウム（SGC）

［60,61］と比較したところ，1% SGC を用いたときのバイオアベイラビリティは

18.7% ± 2.7% (n = 4)であり，5% NACと 1% Laureth-25を用いたときのバイオアベ

イラビリティ 19.7% ± 6.6% (n = 4)とほぼ同等であった． 

 さらに，NACとLaureth-25の組み合わせによる吸収促進効果を，市販のSCT経鼻

スプレーであるミアカルシン®と比較した．5 µlのミアカルシン®（10 µg SCTに相

当）をラットに経鼻投与したとき，SCTの血漿中濃度は 2時間にわたって低い値を

維持し（Fig. 22），バイオアベイラビリティは 7.7% ± 2.1% (n = 4)であった．それに

対して 10 µg SCTと 5% NACと 1% Laureth-25を含む溶液処方をラットに投与した

とき，バイオアベイラビリティは 26.8% ± 2.2 % (n = 4)とミアカルシン®の 3.5倍に

上昇した． 
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Fig. 21. Comparison of plasma concentration – time profiles following nasal 
administration of various aqueous formulations containing 0.1 mg of salmon 
calcitonin.  
△; Formulation-C, ▲; Formulation-L, ○; Formulation-N, ●; Formulation-LN.  
Data represent mean plasma concentrations of salmon calcitonin ± SD (n = 4) 
 

Table 9. Bioavailabilities of salmon calcitonin after nasal administration of various 
aqueous formulations containing 0.1 mg salmon calcitonin. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Formulation

Formulation-C  

Formulation-N

Formulation-L

Formulation-LN

I.V. administration

Enhancers

None

5% NAC 

5% laureth-25

5% NAC + 
5% laureth-25

AUC0-120 (µg/ml·min)

2796 ± 329

5960 ± 1526

4664 ± 939

7809 ± 2793

37981 ± 6218

Bioavailability (%)

7.4 ± 0.9

15.7 ± 4.0 a

12.3 ± 2.5 a

20.6 ± 7.4 a

100.0 ± 16.4

Formulation

Formulation-C  

Formulation-N

Formulation-L

Formulation-LN

I.V. administration

Enhancers

None

5% NAC 

5% laureth-25

5% NAC + 
5% laureth-25

AUC0-120 (µg/ml·min)

2796 ± 329

5960 ± 1526

4664 ± 939

7809 ± 2793

37981 ± 6218

Bioavailability (%)

7.4 ± 0.9

15.7 ± 4.0 a

12.3 ± 2.5 a

20.6 ± 7.4 a

100.0 ± 16.4

Data represent the mean ± SD (n = 4).
Statistical analysis was performed using Student’s t test. a P < 0.05 versus Formulation-C.

 Laureth-25

 Laureth-25
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Fig. 22. Comparison of plasma concentration ‒ time profiles of salmon calcitonin 
following nasal administration of powder formulations containing NAC (●) or 
Miacalcin (○) in rats.  
Data represent mean plasma concentrations of salmon calcitonin ± SD (n = 4). 
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第 3節 粘膜刺激性の評価 

バイオアベイラビリティ改善効果の高い吸収促進剤を臨床的に用いる場合，膜

透過性の上昇する程，粘膜上皮細胞の組織学的傷害性を伴うことが指摘されてお

り［20,31］，とりわけ鼻粘膜へ適用したときは，よりいっそうの局所刺激性や不快

感を引き起こす恐れがある［17,21］．それゆえ実用性の観点から，NACと Laureth-25

の局所刺激性を，溶血活性と鼻粘膜からのリン脂質の溶出の 2 つの方法で評価し

た． 

Fig. 23は Laureth-25と他の 3種の吸収促進剤の溶血活性の濃度推移を示したも

のである．Laureth-9は 0.01%以下の非常に低い濃度で 100%の溶血活性を示し，デ

オキシコール酸は 0.05%，グリココール酸は 0.2%以上の濃度で 100%の溶血活性を

示したのに対して，Laureth-25は 5%以上の濃度でも全く溶血活性を示さなかった．

このことから Laureth-25 は非常にマイルドな界面活性剤であり，鼻粘膜投与時の

安全性が高い化合物であることが示された．次に，生理食塩水，5% NAC と 1% 

Laureth-25を含む生理食塩水及び 1%デオキシコール酸を含む生理食塩水の 3種の

溶液をラットに経鼻投与して，2時間後に鼻粘膜から遊離したリン脂質の濃度によ

り粘膜傷害性を評価した（Table 10）．1%デオキシコール酸の投与では，かなり高

い濃度のリン脂質が検出され，鼻粘膜に多大なダメージを与えていることが示さ

れたが，5% NACと 1% Laureth-25を共に投与したときのリン脂質濃度は，生理食

塩水のみを投与したときの値と同等であった．以上の結果から，NACと Laureth-25

を含む溶液処方による鼻粘膜への傷害性は全く無いか，あっても無視できる程度

であることが示唆された． 
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Fig. 23. Hemolytic activity – concentration profiles of various surfactants in saline.  
○; Laureth-9, ●; Deoxycholate Sodium, △;Glycocholate Sodium, ▲; Laureth-25. 
 

Table 10. Release of phospholipids from mucous membranes after nasal 
administration of saline with or without enhancers. 
 

Phospholipid 
concentration (mg/dl)

14.6 ± 4.2

27.4 ± 6.9 a

16.0 ± 2.8 b

Saline

1% deoxycholate sodium

1% Laureth-25 + 5% NAC

Phospholipid 
concentration (mg/dl)

14.6 ± 4.2

27.4 ± 6.9 a

16.0 ± 2.8 b

Saline

1% deoxycholate sodium

1% Laureth-25 + 5% NAC

Data represent the mean ± SD (n = 6).
Statistical analysis was performed using Student’s t test.
a P < 0.01 versus Saline. b P < 0.01 versus 1% deoxycholate sodium. 

Deoxycholate Sodium

0.01 versus saline. Deoxycholate Sodium.
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第 4節 小括 

 本章の結果をまとめると，液体製剤において NAC以外に，マイルドな非イオン

性界面活性剤 Laureth-25 を吸収促進剤としてもう 1 成分加えることにより，粉末

製剤と同等の吸収改善効果が得られることが示された．この NACと Laureth-25の

組み合わせによる相乗効果は，NACと Laureth-25の濃度に依存して発現し，両吸

収促進剤の濃度を最適化することによって，膜透過性の低い FD-4 や SCT の経鼻

吸収を最大化することが可能であった． 

また，溶血活性と鼻粘膜からのリン脂質の溶出の結果から，NAC と Laureth-25

を含む液体製剤の鼻粘膜への刺激性や傷害性は，非常に小さいことが示唆された． 

以上の結果から，本液体製剤はペプチド性薬物の経鼻投与製剤として広く使用

可能であると考えられた． 
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結論 

 

NACの粘液溶解作用を利用した，ペプチド性薬物の新規経鼻製剤の創製を試み，

以下の結論を得た． 

 

1. エチルセルロースを賦形剤として用い，NACを吸収促進剤として含む粉末製剤

が，ペプチド性薬物の経鼻吸収を大幅に改善できることを見出した． 

 

2. 本粉末製剤を投与したとき，鼻粘膜への刺激性や傷害性は全く無いか，あって

もほとんど無視できる程度であることを，病理組織学検査及び眼粘膜への一次

刺激性試験より明らかにし，本処方がペプチド性薬物の経鼻投与に広く適用可

能であることを示した． 

 

3. 粉末経鼻製剤において吸水性の小さい賦形剤を用いるほど，ペプチド性薬物の

吸収が上昇することを示し，製剤設計する上で賦形剤の選択が重要であること

が明らかにした．また賦形剤の選択以外に，NAC量や粉末の粒子径が，製剤処

方を最適化する上で重要な因子であることを明らかにした． 

 

4. 液体製剤においては，NAC以外にマイルドな非イオン性界面活性剤 Laureth-25

を，吸収促進剤としてもう１成分加えることにより，粉末製剤と同等の吸収改

善効果が得られることを見出し，本溶液製剤の鼻粘膜刺激性や傷害性も非常に

小さいことを明らかにした． 

 

 以上，本研究により得られた知見は，今後様々な生理活性ペプチドの経鼻製剤

を開発する上で，有益な情報とヒントを提供するものと思われる． 
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実験の部 

 

第 I章 実験の部 

【実験材料】 

サケカルシトニン（SCT，平均粒子径：36.6 µm）とヒト副甲状腺ホルモン 1-34

（PTH）はBachem Bioscienceより購入した．ヒトインスリン（INS），N-アセチル-L-

システイン（NAC，平均粒子径：45.8 µm）及びグリココール酸ナトリウム（SGC）

はSigma-Aldrichより購入した．エチルセルロース（Ethocel standard premium，10 cP，

平均粒子径：76.0 µm）はDow Chemicalより供与された．ミアカルシン®（SCT経鼻

投与スプレー）はNovartis Pharmaceuticalsより購入した．SCTエンザイムイムノア

ッセイキットとPTHエンザイムイムノアッセイキットはPeninsula Laboratoriesから，

INSエンザイムイムノアッセイキットはWako Pure Chemical Industrieからそれぞれ

購入した．その他全ての化合物は試薬グレードのものを使用した． 

 

【経鼻投与製剤の調製】 

(1) SCT 

 粉末製剤は 1.0 mgの SCTと 27.5 mgのエチルセルロースを 1.5 mgの NAC添加

あり，なしの両条件で，ポリプロピレンチューブ中で均一になるように攪拌する

ことにより調製した．レーザー回折粒子径測定装置（SALD-1100，島津）で測定

した粉末製剤の平均粒子径は 73.2 µmであったことより，凝集は起こっていないこ

とが示唆された．また，蒸留水に分散させた後，HPLC により SCT の含量均一性

を評価したところ，標準偏差は 9.8%（n=5）であり，重大な含量不均一がないこ

とが示された． 

溶液製剤は 1.0 mgの SCTを 2.5 mgの NAC添加あり，なしの両条件で，50 µl

の生理食塩水に溶解することにより調製した．静脈内投与及び皮下投与のために

は，SCTの 0.2%生理食塩水溶液を調製した 

粉末製剤を室温でシリカゲル入りのデシケーター中で保存したとき，2週間以上
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安定であった．しかしながら，NACはSCTのジスルフィド結合を切断するため，

溶液製剤中でのSCTのT1/2は 25 °Cで 0.47時間，4 °Cで 7.6時間であった．それゆえ，

粉末製剤は投与前日に調製し，室温でシリカゲル入りのデシケーター中で保存し，

溶液製剤は投与直前に調製し，使用するまで氷上で保存した． 

 

(2) PTH及び INS 

粉末製剤は 1.0 mgの PTH又は INSと 27.5 mgのエチルセルロースを 1.5 mgの

NAC添加あり，なしの両条件で，ポリプロピレンチューブ中で均一になるように

攪拌することにより調製した．溶液製剤は 1.0 mgの PTH又は INSを 50 µlの生理

食塩水に溶解することにより調製した．静脈内投与及び皮下投与のためには，PTH

又は INSの 0.2%生理食塩水溶液を調製した．粉末製剤は投与前日に調製し，室温

でシリカゲル入りのデシケーター中で保存し，溶液製剤は投与直前に調製し，使

用するまで氷上で保存した． 

 

【動物実験】 

 すべての実験は The Principles of Laboratory Animal Care（NIH publication no. 85-23, 

revised 1985）に準じて実施し，各プロトコールは田辺製薬（株）内の動物実験倫

理委員会の審査を経て承認されたものである． 

 

(1) ラット試験 

 ラット試験は Hiraiらの方法［16］を改変して実施した．体重 200 gから 250 g

のWistar系雄性ラット（Nippon SLC）を 20時間絶食させた後，ペントバルビター

ルナトリウムを 50 mg/kgの投与量で皮下投与して麻酔した．次にラットの気管を

切開し，気道にポリエチレンチューブを挿入して気道確保した後，片方の端に封

をしたポリエチレンチューブを食道から挿入し，鼻腔の出口を塞いだ（Fig. 24）．

この処置によって，薬物が気道や肺に漏れて薬物吸収量を高く見積もることを避

けることができる．粉末製剤は 3 mg（ペプチド性薬物として 0.1 mg）を，Todaら

［62］のデバイスを少し改変したものを用いて片方の鼻腔に投与した．このデバ

イスを簡単に記載すると，使い捨てマイクロピペットチップに結合したポリエチ
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レンチューブに粉末を詰め込み，シリンジで圧縮した空気を 3 方コックの解放に

より噴出させ，このことによって粉末を噴射した（Fig. 25）．投与した粉末量は投

与前の粉末を詰め込んだピペットチップとポリエチレンチューブの重量から，投

与後の空のピペットチップとポリエチレンチューブの重量を差し引くことにより

算出した．溶液製剤は 5 µl（ペプチド性薬物として 0.1 mg）を，マイクロピペット

を用いて片方の鼻腔に投与した． 

 絶対バイオアベイラビリティを測定するため，Wister 系雄性ラットを上記の方

法で麻酔して，0.1 mg のペプチド性薬物を静脈内投与した．さらに，相対バイオ

アベイラビリティを測定するために，同じ投与量でペプチド性薬物を皮下投与し

た．血漿サンプルはヘパリン処理したシリンジで頚静脈より 100 µl採取し，12,000 

rpm で 3 分間遠心分離することにより得た．この血漿サンプルは測定するまで

−20 °Cで冷凍保存した．なお，血漿中の薬物濃度はエンザイムイムノアッセイキ

ット（定量限界：SCT；0.31 ng/ml，PTH；1.6 ng/ml，INS；10 µU/ml，検出限界：

SCT；0.16 ng/ml，PTH；0.78 ng/ml，INS；10 µU/ml）により測定した． 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24. Experimental methods for nasal administration to rat 

食道
（鼻腔空間の確保）

気管（気道確保）

製剤（溶液、粉末）
の投与

食道
（鼻腔空間の確保）

気管（気道確保）

食道
（鼻腔空間の確保）

気管（気道確保）

製剤（溶液、粉末）
の投与

 
(1) (2)

(3) (4)

 

 

 

 

 
 

Fig. 25. Hand-made nasal powder device used for rat administration study 
(1) Polyethylene tube, (2) Three-way cock, (3) Pipette tip, (4) Plastic syringe (1 ml) 
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(2) イヌ試験 

 体重 13 kgから 15 kgの雄性ビーグル犬（Kitayama Labs）を 20時間絶食させ，

ペントバルビタールナトリウムを 40 mg/kgの投与量で皮下投与することによって

麻酔した．粉末処方では，9 mgの経鼻製剤（SCTとして 0.3 mg）を，Pfeiffer社の

Bi-Dose Nasal Powderデバイス（Fig. 26）を用いて鼻腔に投与した．このデバイス

は動物実験用に改良されたもので，鼻の穴にフィットするノズルと，圧縮空気で

粉末を噴射するための手動ポンプが装着されている．溶液処方では，100 µlの溶液

（SCTとして 0.3 mg）を，マイクロピペットを用いて鼻腔に投与した．絶対バイ

オアベイラビリティを見積もるために，0.3 mgの SCTをイヌ後肢静脈に投与した．

さらに相対バイオアベイラビリティを見積もるために，同じ投与量の SCTを皮下

に投与した．1 ml の血液をヘパリン処理したシリンジで後肢静脈から採取し，

12,000 rpmで 3分間遠心することによって血漿サンプルを得た．血漿サンプルは測

定するまで−20 °Cで凍結保存した．血漿中の SCT濃度はエンザイムイムノアッセ

イキット（定量限界：0.31 ng/ml，検出限界：0.16 ng/ml）により測定した． 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26. Bi-Dose Nasal Powder device for nasal  
administration of powder formulation to dog 

 

【データ解析】 

 120分までの血漿中濃度－時間曲線の曲線下面積（AUC0–120）は，台形法により

算出した．バイオアベイラビリティは経鼻又は皮下投与後の平均AUC0–120を，静脈

投与後の平均AUC0–120で除することにより算出した． 
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【ウサギ眼粘膜の刺激性試験】 

 ウサギ眼粘膜の刺激性試験は Draizらの方法［63］に従って行った．日本白色ウ

サギ（Kitayama Labs）は清浄で空調管理されたチャンバー内で，適度の餌を与え

自由に動けるようにして飼育した．2種類の粉末製剤（0.15又は 0.25 mgの NAC

を含む）3 mgを，それぞれの製剤につき 3羽のウサギに，ラット試験で用いたデ

バイスを用いて右目の結膜嚢に噴射した．下まぶたを眼からゆっくりと離し，製

剤を投与し，その後 1秒間まぶたを閉じた．1，2，3，4，7日後に刺激，膨張，赤

化，涙液分泌の有無を検査した． 

 

【ウサギ鼻粘膜の病理学的試験】 

 本試験に各 3羽の日本白色ウサギを用いた．2種類の粉末製剤（0.15又は 0.25 mg

の NACを含む）3 mgを，8日間連続で 1日 1回右側鼻腔に投与した．9日目に放

血死させた後，頭部を左右半分に切断し，鼻道，軟口蓋及び咽喉頭の粘膜を肉眼

により病理検査した．頭部，気管及び肺は緩衝液により中性にした 10%ホルマリ

ンに浸漬して固定した後，気管と肺は肉眼により病理検査した．腹部鼻甲介及び

中部鼻甲介を 1 cm幅で切断した後粘膜をはがし，ヘマトキシリン－エオジンで染

色し，顕微鏡により病理組織学的検査を行った． 
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第 II章 実験の部 

【実験材料】 

炭酸カルシウム（CaCO3）はSigma-Aldrichより購入した．結晶セルロース（Avicel 

PH-101）はAsahi Kaseiより供与された．タルクと硬化ヒマシ油（HCO）はNippon Talc

とKawaken Fine Chemicalsからそれぞれ購入した．マイクロセラック（結晶セルロ

ースと乳糖を 25:75の比で混合しスプレードライしたもの）はMeggleから購入した．

その他全ての化合物は試薬グレードのものを使用した． 

 

【経鼻投与製剤の調製】 

 10 mgのSCTを含むエタノール／水（3：7）溶液 300 µlを，90 mgの粉末賦形剤（エ

チルセルロース，HCO，タルク，CaCO3，結晶セルロース，マイクロセラック）

に添加し，一夜減圧乾燥した．このSCT含有粉末 10 mgと 18.5 mgの賦形剤，さら

にメノウ乳鉢で粉砕したNAC 1.5 mgを，ポリエチレンチューブ中で激しく撹拌す

ることにより均一に混合した．乳糖又はエチルセルロースを賦形剤として用いた

ときのSCT経鼻吸収を比較するためには，乳糖がエタノール／水（3：7）溶液に溶

けることを避けるために，投与製剤は単純混合により調製した．方法を簡単に記

載すると，1.0 mg のSCTと 27.5 mgの賦形剤（乳糖又はエチルセルロース）を，1.5 

mgのNAC又はSGCの添加あり，なしの条件下，ポリエチレンチューブ中で激しく

撹拌することにより均一に混合した．SCTの経鼻投与後のバイオアベイラビリティ

に及ぼすNAC量の影響を調べるために，種々の量のNACとエチルセルロースを混

合した（NAC量：0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.5 mg）．さらに，溶液処方は 1.0 mgのSCTを 50 µl

の生理食塩水に溶解することにより調製した．粉末製剤は投与前日に調製し，室

温でシリカゲル入りのデシケーター中で保存し，溶液製剤は投与直前に調製し，

使用するまで氷上で保存した． 

 

【ラット試験】 

 体重 200 gから 250 gのWistar系雄性ラット（Nippon SLC）を 20時間絶食させ

た後，ペントバルビタールナトリウムを 50 mg/kgの投与量で皮下投与して麻酔し

51 



 

た．第 1章実験の部で記載した方法でラットを処置し，粉末製剤 3 mg（SCTとし

て 0.1 mg）を既述の経鼻投与デバイスを用いて片方の鼻腔に投与した．溶液製剤

は 5 µl（SCTとして 0.1 mg）を，マイクロピペットを用いて片方の鼻腔に投与し

た．また，絶対バイオアベイラビリティを測定するために，0.1 mgの SCTを静脈

内投与した．血漿サンプルはヘパリン処理したシリンジで頚静脈より 100 µl採取

し，12,000 rpmで 3分間遠心分離することにより得た．この血漿サンプルは測定す

るまで−20 °Cで冷凍保存した．なお，血漿中の SCT濃度はエンザイムイムノアッ

セイキット（定量限界：0.31 ng/ml，検出限界：0.16 ng/ml）により測定した． 

 

【データ解析】 

 120分までの血漿中濃度－時間曲線の曲線下面積（AUC0–120）は，台形法により

算出した．バイオアベイラビリティは経鼻又は皮下投与後の平均AUC0–120を，静脈

投与後の平均AUC0–120で除することにより算出した． 

 

【粉末の吸水速度の測定】 

 粉末の吸水速度は Takedaらの方法［57］に従って測定した（Fig. 27）．崩壊試験

用のガラスチューブ（内径 2.1 cm，長さ 7.8 cm）の一方の端をろ紙で蓋をして，

粉末賦形剤 10 gを入れた後，粉末が均一に充填されるように 5分間タッピングし

た．その後シャーレに 1 cmの深さで水をはり，ガラスチューブのろ紙で覆った側

の端を 10分間水に浸した．ガラスチューブに充填した粉末が吸った水の高さを測

定し，1分間当たりに粉末が吸った水の高さで吸水速度を表した． 
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Fig. 27. Measurement of water absorption speed of powder 
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第 III章 実験の部 

【実験材料】 

FITC デキストラン（FD-4）は Sigma-Aldrich より購入した．ポリオキシエチレ

ン（25）ラウリルエーテル（Laureth-25）とポリオキシエチレン（9）ラウリルエ

ーテル（Laureth-9）は Nikko Chemicalsより供与された．コール酸ナトリウムとリ

ン脂質測定キットはWako Pure Chemical Industrieから購入した．その他全ての化合

物は試薬グレードのものを使用した． 

 

【経鼻投与製剤の調製】 

FD-4又は SCTの経鼻吸収における NACと Laureth-25の組み合わせの効果を調

べるために，4 種の液体処方を調製してラットに投与した．Formulation-N は粘液

溶解剤として NACを含んだ処方で，Formulation-Lは非イオン性界面活性剤として

Laureth-25を含んだ処方で，Formulation-LNは NACと Laureth-25両方を含んだ処

方で，Formulation-C は吸収促進剤を含まない処方である．経鼻投与製剤は 25 mg

の FD-4又は 1.0 mgの SCTを NAC又は Laureth-25の添加あり，なしの両条件で，

50 µlの生理食塩水に溶解することにより調製した．FD-4の経鼻投与後のバイオア

ベイラビリティに及ぼす NAC又は Laureth-25濃度の影響を調べるために，種々の

濃度の NACと Laureth-25を混合した処方を調製した（0%，1%，2%，5%）．さら

に，静脈内投与ために，SCTの 0.2%生理食塩水溶液を調製した．なお，経鼻投与

製剤は投与直前に調製し，実験に使用するまで氷上で保存した． 

 

【ラット試験】 

 体重 200 gから 250 gのWistar系雄性ラット（Nippon SLC）を 20時間絶食させた

後，ペントバルビタールナトリウムを 50 mg/kgの投与量で皮下投与して麻酔した．

第 1章実験の部で記載した方法でラットを処置し，経鼻投与製剤 5 µl（FD-4とし

て 2.5 mg， SCTとして 0.1 mg）を，マイクロピペットを用いて片方の鼻腔に投与

した．比較試験のために，ミアカルシン®10 µl （SCTとして 10 µg）を投与した．

また，絶対バイオアベイラビリティを測定するために，50 mg/kgの投与量でFD-4
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又は 0.1 mgのSCTを静脈内投与した．血漿サンプルはヘパリン処理したシリンジ

で頚静脈より 100 µl採取し，12,000 rpmで 3分間遠心分離することにより得た．こ

の血漿サンプルは測定するまで−20 °Cで冷凍保存した． 

 

【血漿中 FD-4及び SCT濃度の測定】 

 FD-4濃度測定のために，20 µlの血漿サンプルを 680 µlの 0.1 N炭酸水素ナトリ

ウムで希釈し，蛍光光度計により FD-4濃度を測定した（励起波長：495 nm，測定

波長 515 nm）．血漿中の SCT濃度はエンザイムイムノアッセイキット（定量限界：

0.31 ng/ml，検出限界：0.16 ng/ml）により測定した． 

 

【データ解析】 

 120分までの血漿中濃度－時間曲線の曲線下面積（AUC0–120）は，台形法により

算出した．バイオアベイラビリティは経鼻又は皮下投与後の平均AUC0–120を，静脈

投与後の平均AUC0–120で除することにより算出した． 

 

【吸収促進剤の溶血活性の測定】 

 生理食塩水に懸濁させた 10%ラット赤血球 100 µlを，生理食塩水で種々の濃度

に希釈した吸収促進剤 4.9 mlに添加した．この試験液を 37 °Cで 10分間静置した

後，12 000 rpmで 3分間遠心分離した．上清の 540 nmの吸光度を測定し，赤血球

を蒸留水で希釈したときの吸光度（100%溶血活性）と比較することにより，溶血

活性を決定した． 

 

【鼻粘膜から遊離したリン脂質の測定】 

 体重 200 gから 250 gのWistar系雄性ラット（Nippon SLC）を 20時間絶食させ

た後，ペントバルビタールナトリウムを 50 mg/kgの投与量で皮下投与して麻酔し

た．第 1章実験の部で記載した方法でラットを処置し，5 µlの吸収促進剤溶液を，

マイクロピペットを用いて片方の鼻腔に投与した．2時間後，食道から鼻腔の出口

へ挿入したカニューレを通して，200 µlの生理食塩水を 3回注入することにより鼻

腔内を洗浄した．ラットの鼻の穴から染み出てくる洗浄液を回収し，この洗浄液
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中のリン脂質濃度をリン脂質測定キットにより測定した． 
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