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　　Summa1W：The　present　work　was　to　estimate　pharmacokinetica11y　caIcein　absorption　and
　　mucoadhesion　a批er　in虹anasa1ad－ministration　of　ca1cein－Ioad－ed　starch　viscous　so1ution　in　rats．T≒wo

　　expe丘㎜entations（c1ose　and　open　systems）were　emp1oyed　based．on　the　method　ofHirai勿αZ．In　the

　　c1osed　sys七em一，v己scous　staヱch　so1ution　re㎜ained　in　the　nasa1ca㎡ty　a乱er　ad．ministration，bgcause　the

　　rat　pharynx　was　o㏄1uded．by　a　si1icone　gu，m　in亡he　horizonta1setting．In　the　open　system，七he　rat

　　was五xed．at　an　ang1e　of60．re1ative　to　the　horizontaI　p1ate　and－viscous　starch　solution　was　ab1e　to

　　iow　away七〇thephar皿x．Withthe　increasingconcentrationofstarch，theb1oodconcen虹ation　and
　　bioavai1ability　ofca1cein　obtained　h　the　open　system　were　mad－e　near1y　equa1to　those　obtained．in

　　the　c1osed．system．This　trena　was血una　to　be　associatea㎞亡h　the　apparent　viscosity　ofthe　s七arch

　　so1ution．These　resu工ts　suggested一亡hat　a　viscous　starch　so1ution（ge1system）w此h　higher㎡scosity　ad．e－

　　quate1y　ad］＝1ered　to　the　nasa1mucosa，resu1ting　in　resistance　to　the　physical　c1eara二n－ce　by　an　inc1ina－

　　tion．Howeveちin　the　c1osed－system，b1ooa　concentration　and　bioawi1abi1ity　decreased　with　an　in－

　　creasing　concentration　ofstarch．This　was：most1ike1y　due　to　a　reduction　in　the　contact　su拭ace　area

　　of　the　viscous　starch　so1ution　to　the　nasa1mucosa　and　partia11y　to　a　d－ecrease　in　the　re1ease　rate　of

　　ca1cein．For　poorIy　absorbab1e　arugs　and一血ugs　whichneed、㌻apidl・onset”ofph趾maco1ogica1action，

　　a　micropa批icu1ate　system　cou1d　be皿ore　promising　than　a　ge1system（㎡scous　so1utioη）亡o　improye

　　COntaCt　SurfaCe　area　and　drug　re玉eaSe．

1⑫ツ〃or∂8：ca1cein；切scous　ca1cein－1oaded　starcb　so1u七ion；9e1system
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　経鼻投与後の鼻粘膜からの薬物の吸収性は他の粘

膜に比べ良好であり，鼻腔は経口投与後の生物学的

利用率（BA）の低い薬物，注射しかない薬物，素早

い薬効（rapidonset）を期待したい薬物等の侯補投
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与ルートになる1～4）．我々はこれまで，生理活性ペ

プチドやタンパク質などの高分子薬物の鼻粘膜から

の吸収性を評価し，吸収促進剤の利用でBAを大幅

に改善でき，鼻はこれらの薬物の有用な投与ルート

であることを報告した5・6）．また，分子量200～400

の一般的な低分子薬物についてもBAの改善や

rapia　onsetに経鼻ルートが有用であることが報告

されている7～9）．これらの研究では，主にラットを

用いた平井ら10）の方法により鼻腔を閉鎖した条件

で，吸収方向へのクリアランス（吸収速度）のみを

評価している．従って，経鼻製剤の開発において，

もう一つ閥魑となる鼻の有効吸収部位からの除去

（ムコシリアリークリアランスや構造的な物理的ク

リアランス）は考慮されていない．

　一方，この鼻腔の有効吸収部位からの除去に対し

て粘膜付着性の高分子材料をマイクロスフィア11～13）

やゲル状の製剤14・15）とし，滞留性を向上させ薬物の

吸収性を改善する研究が多くなされてきた．これら

の研究は，主に除去に対する付着効果について検討

されているが，吸収方向へのクリアランスにどのよ

うな影響があるかは検討されていない．

　従って，これら両クリアランスを評価できる実験

系を用い，薬物の吸収に対して両クリアランスの影

響を評価することは，経鼻製剤を開発していく上で

極めて璽要と考えられる．

　そこで，ラットを用いた平井ら10）の閉鎖実験系か

ら得られる経鼻投与後の動態パラメータと，平井ら

の方法を改良して，ラットを斜めに固定し，鼻腔に

投与した薬液が傾斜により物理的に鼻腔から流出で

きるようにした開放実験系から得られる動態パラ

メータとを比較することで滞留性と吸収性を解析し

た．モデル薬物としては，適度な吸収速度の得られ

る分子量約600のカルセインを選択した．また，粘

膜付着性物質としては，potatoおよびtapiocaの2

種類のデンプンを用いた．

案　験　の　部

　1．材　　　料

　カルセイン（MW622．55），デンプン（Potato，

so1ub1e）及びウレタンは，SigmaChemicalCo．（St．

Louis，MO，USA）より購入した．デンプン（tapi一

㏄a）は日澱化学株武会社（大阪）より分与された．

メンブランフイルター（Ceuu1oseacetate，Poresize
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0．45μm）はADWNTECから購入した．その他の

試薬はすべて特級品を使用した．

　2．案験動物
　Wistar系雄性ラット（250～300g，8週齢）は，

埼玉実験動物（埼玉）から購入し，実験に供するま

で，食物と水は自由に摂取させた．ラットを用いた

全ての実験は，城西大学動物実験規程ならびに，

“the　GuidingPhncip1es　ofLaboratoWA㎡maユCare

（Nationa1Institutes　of　Hea1th　pub1ication＃85－

23）”に従って行った．

　3。カルセイン含有デンプン粘性溶液の調製

　カルセイン10mgと各種デンプンを秤量し，pH

7．4のリン酸緩衝液（PBS）10mL中に分散させた

後，約90．Cに設定した恒温槽中で10分間援幹し

た．室温まで放冷後，カルセイン含有デンプン粘性

溶液（p〇七atoデンプン：1．0％，2．5％，5．O％，7．5％，

tapi㏄aデンプン：O．5％，1％，2．5％）を得た．

　4．単回静脈内投与実験

　Wistar系雄性ラットにウレタン生理食塩液（投与

量：25w／v％，19／kg）を腹腔内投与し，麻酔した．

ラットを固定板に背位固定し，経鼻投与実験と同様

の生理的条件にするため気遺および食道への外科的

処擬を施した後，左右頸静脈を露出した（5．1参照）．

左頸静脈よりカルセインPBS溶液（0．1mglmL，O．1

mg仮g）を投与した．投与後，ヘパリン処理した注

射筒を用いて，0．2mLずつ経時的（2，5，10，20，

30，60，90，120，180，240分）に右頸静脈より

採血した．血液サンブルは直ちに4℃，15，000rpm

で5分間遠心分離し，血漿を得た．得られた血漿

25μLをマイクロチューブに入れ，pH7．4のPBSで

80借希釈し，測定用サンプルとした．

　5．経鼻投与実験

　5．1　閉鎖系経鼻投与案験

　ラットにウレタン生理食塩液（投与量：25w／v％，

19／kg）を腹腔内投与し，麻酔した．ラットを固定

板に背位固定し，平排ら10〕の方法に準じて外科的処

置を行った．まず，正巾線に沿って喉を切開し，気

遺を露出した．気遭を確保するために，気管にポリ

エチレンチューブ（HibikiNo．8）を挿入した．次に，

鼻腔から消化管への薬液の漏出を防ぐために先端を

シリコーンゴムで塞いであるシリコーンチューブ

（外径2m㎜，内径1mm）を食遣側から鼻腔側に向

けて挿入した．さらに，鼻腔から口腔に抜けている
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鼻腔蓋管からの薬液の漏出を防ぐために，接蔚剤

（アロンァルファ⑮，東亜合成化学（株），東東）で

塞いだ．このように，平井らlo〕のプゴ法は、鉢腔内に投

与した薬液が貯留する閉鎖系となる〔Fig．1目）．

　カルセインPBS溶液または各種カルセイン含有

デンプン粘性溶液（1．0mg／mL，O．2mg彼g）を，ポ

リエチレンチュープを連紬したマイクロシリンジに

採取した、ポリエチレンチュープの先端を花鍋腔内

へ抑入した．注人部位は琳の先端から呂mmとし

た．投与後，ヘパリン処理した注射筒を用いて，

O．2mLずつ経時的（O，5，1O，20，30，60，90，120，

180，240，300，360分）に右頚静脈より採血した．

1血［液サンプルは直ちに4℃，15，OOO　rpmで5分間遠

心分雛し，」血［漿を得た．得られた血漿100μLをマ

イクロチュープに入れ，pH7．4のPBSで20倍希釈

し，測定用サンプルとした．

　5．2　閑放系経鼻投与実験

　5．1と同様にラットを麻酔した後，背位間定した．

閉鎖系と同様の外科的手術を施し，鼻腔籍管を纏い

だ．投与した薬液が食道慨」に流u．1できるようにシリ

コーンゴムがつまっていないシリコーンチューブを

食遭側から揮入した．チュープの’ド端は体外に露出

した．その後，カルセインPBS溶液または各禰カル

セイン含有デンプン粘ヤ1｛溶液（1．0mg／mL，O．2

a）C10Se　SyStOm

mg爪g）を鼻膣内へ投与した．投与後，直ちにFig．

1bに示すように固定板を30自，ラットの頭部を30由

に傾斜させた．ラットの鼻腔最深部の嗅神縫領域は

デポット状になっており，薬液が貯留しやすい．予

備検討から，この部分から薬液が食道側ヘスムーズ

に流出させるためには6ぴの傾斜が必要であった．

しかし，ラットの体を60’傾斜させると固定板から

下方へずれ，また頸静脈からの採血も難しかったた

め，上述のようにラットを閲定した．投与後，閉鎖

系経鼻投・与実験と1司様の時間間隔で採血し，測定用

サンプルを調製した．

　6．上皮粘膜に各種粘性溶液を滴下したときの接

　　触面積の測定

　鼻腔内に各製剤を投与したとき，各種製剤と鼻粘

膜間の接触表’面積が異なり，その緒果吸収速度が．異

なることが予想された、そこで，各製剤を粘膜に滴

’下したときの表面積を測定することとした．しか

し，ラットの鼻粘膜部位は非常に繭稿が小さく，か

つきれいに剥がすことが難しかったので鼻粘膜と同

様に上皮単属膜である小腸粘膜を用いた．ラットを

炭素ガス実験動物安楽死装置（KN－750一，夏目製作

所，東京）に入れ，徐々に1二酸化炭素濃度を増加さ

せ安楽苑させた．腹部を除毛後開腹した．小腸を取

り日1し、長径約1．5cmずつに輸切りにした．手術1＝衙

b）open　system

！

肚叩

正帥帥ヨ宮帖t山‘

　　　　　　　　　．．．φ上
　　　　　　　■　■　　　　　　　咀

畠1■1［□■’叩皿

　　　　N躬，1蜆｝i｝
乃、。
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30。

Fig．1． ExpeHmental　Set　up　in　Clo冨e（宜〕肛nd　Open（b）Sy昌tem昌．

薬剤学Vo1．69，No．3（2009〕 221



はさみを用いて，小腸を縦方陶に切開した。広げた

小腸の内側を3固リンゲル液で洗浄した．小腸は鼻

粘膜とは異なり，ひだ状構造を取り凹凸がある．そ

こで，小腸片を方眼紙の上に置き掌可能な隈り引っ

張り，四方をピンでとめた．マイクロシリンジを用

いて，カルセインPBS溶液または各種カルセイン含

有デンプン粘性溶液を五0叫滴下した．滴下した溶

液の広がりがストッブする適幾な時閥に接触面積を

算出した．接触爾穣を，MC工Dイメージングシステ

ム（I皿忽giなgR鵠㈱犯h，S亡．Caもhe災i皿鵠身ON早C包n一

＆抵）により算出した．

　7．カルセイン含有デンプン粘性溶液からのカル

　　　セインの放出

　酎独z型拡散セル（有効面穣3．1逸c肌簑，レシー

バー容量五8㎜L）を放冊実験に使用した．ドナー

チャンバーとレシーバ㎞チャンバーの閥にメンブラ

ンフィルタ㎞（C黛1hlo駝＆c銚＆拓，po蛇si鵬O．45

μ㎜）を挟み，レシーバーチャンバー内にpH7．4の

PBS18x正Lを加えた。拡散セルは，憧温槽印の水

を循環させ，セル内を37℃に維持した．ドナー

チャンバー内に事カルセインPBS溶液または各種カ

ルセイン含有デンプン粘惟溶液（1．O皿g／血L）をそ

れぞれ2亙辻加え，放出実験を開始した，シンク条

件を保つため，試験開始から6時間まで経時酌にレ

シーバ㎞側から16独Lを採取し茱その都度岡量の

pH7．4のPBSを添加した．サンプル20μLをマイ

クロチューブに入れ，pH7．4のPBSにより100借

希釈した．希釈したサンプルから20叫を取り，

pH7．4のPBSによりさらに100借に希釈したもの

を測定用サンプルとした。

　8．カルセイン含有デンプン粘性溶液のみかけの

　　　粘度の測定

　カルセイン含有デンプン粘性溶液は，非ニュート

ン流動を示したので葦みかけの粘度を求めた．粘度

の湖定には，単…円筒理粘度計（LV㎜o由1，

BROOKF工ELD社書MA，USA）を用いた．適撮の

サンプルを37℃に維持された外筒に入れ青遭当な

ずり速度で各溶液の粘度（孤P＆・s）を得た．ずり連

度の増加に対し，ずり応カがほとんど変化しなく

なったときの粘度を，その粘性溶液のみかけの粘度

とした．用いることが可能なずり逮度（蹴’五）は葦

O．37，0．73，1．83，3．67，7．34，14．68，36．69およ

び73．38であった．今固調製したデンプン粘性溶液
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の中で，7，5％poも＆もoデンプンと2．5％ねpi㏄＆デン

プンは，このずり遠度範囲で，みかけの粘度を決定

することができなかった．

　9．定量方法
　各笑験で得られたサンプル中のカルセイン濃度

を，励起波長495n㎜，蛍光波長肌5n㎜で蛍光分

光光度計（RF－1500，島津製作所）により定量した．

　10．データ解析

　10．1血漿データの解析

　得られた血漿データを，非線形最小2乗法プログ

ラム（アルゴリズム；D塾孤p虹g　G＆u搬N⑧械on法）

により解析した．最商血漿中濃度（C鰍竈淀）および最

商血漿申濃度到達時閲（丁脳）は，J血エ漿申濃度一時

間曲線から求めた．血漿巾濃度一時閲曲線下面横

（AUC）は台形公式で求めた．MRT，lMATはモーメ

ント解析より算出した．吸収速度定数kaは，MRT

と静注実験から得た消失連度定数ke工より算出し

た．絶対酌バイオアベイラビリテイ（F）は，式（1）

より求めた．

　F藏（AUCi乃，ひ湖／D㎞／AUC言㌻。。／Di、）×100（五）

　ここで，AUC呈互ψ搬は，縫鼻投与後360分までの

AUC，AUC～。。は静注後・・時閥までのAUCである．

D泌およびD｛、は，それぞれ経鼻投与時および静注時

の投与盤である．

　カルセイン含有デンブン粘性溶液を経鼻投与した

ときの相対的滞留率（酎）は，式（2）より求めた．

　酎竈（F。／F、）工00　　　　　　　　（2）

　ここで，F。およびF。は、それぞれ闘放系経鼻投与

実験から得られた各粘性溶液からのFおよび閉鎖系

経鼻投与実験から得られた各粘性溶液からのFであ

る．

　10．2放出データの解析

　放出データは，ほぼ1次遼度武に従ったので，残

余法により，横軸に時閥を、縦軸に製剤申に残存す

るカルセイン量の対数を取り，その傾きから1次放

出遼度定数k玉を求めた．

　11．統計解析

　統討解析にはS賊Mate　nHor　Win曲ws（3．14）

を用いた．データを…元配置のANOVAで解析し，

平均値の差を肋key一駈湿㎜鉗の多覆比較検定で解析

した．ρ＜O．05を有意と判定した．
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の滞留性が高まることを示している．

　Po賊oデンプンとねpi㏄＆デンプンを比較した揚

ム　デンブンの添加濃度の低いタビオカデンプンの

方が添加濃度が低くても滞留効果が商くなる傾向が

認められた．これはt＆pi㏄紋デンプンの方がアミロ

ペクチン含量が商く，添加濃度が低くても粘度が商

くなることに起因していると考えられた．

　以上，いずれのデンプン粘性溶液も粘度の増加で

付着・滞留効果が増加することがわかった．しかし

ながら，閉鎖系において，カルセインPBS溶液を鼻

腔に投与したときに得られた生物学的利用率Fcよ

りもデンプン粕性溶液を投与したときの跳は大き

く異なった（蝸b1e五）．閉鎖系において，いずれの

デンプン粘性溶液とも添加濃度（粘度の増加）に依

存して，C㎜脳およびAUCは滅少し，縞果的にFc

も滅少した．この緒果は，デンプンを用いた場含，

添加濃度を上げて付積・滞留効果を増大させるとヨ

吸収が低下することを示している．

　閉鎖実験系の場含，カルセイン含有デンブン粘性

溶液は鼻腔内から流舳することはない．従って亨カ

ルセインの吸収クリアランスに関連する動態学的パ

ラメータは，今圃調製した製剤閥でほとんど変化し

ないことが予想された．しかし，先述のようにデン

プン濃度依存的なカルセインの吸収の低下がみられ

2泌

た．その要因として，2つの理歯が考えられる．1

つは，粘度の増加（流動性の低下）に伴う粘性溶液

からのカルセインの放出遼度の低下と，もう一つ

は簑粘度の増加（流動性の低下）に伴う粘性溶液の

鼻粘膜への接触面積の低下である．どちらの場含

も，吸収遼度が低下し，締果的にFに影響すると考

えられる．そこで両要困についてさらに検討を加え

た．

　Fig．4a言bに，potatoデンプンおよび七api㏄aデ

ンプン粘性溶液からのカルセインの放出プロファイ

ルを示す．デンプン粘性溶液からのカルセインの放

出は，カルセインPBS溶液からのそれと比較して運

くなて）た．また享いずれのデンプンにおいてもカル

セインの放出速度はデンプンの添加濃度に依存し

た．

　Fig．5a，bにカルセインのAUCと放出速度定数

（k王）及びAUCと接触胴稜との関係を示す．図から

明らかなように，k王とAUCとの閥には明らかな関

係は認められなかった．これに対し，接触蘭穣と

AUCには正の梱関が認められた（r2讐0．9202，ρ＜

O．002）。

　以上の繕果より，閉鎖系実験にも関わらず，カル

セインの吸収惟が低下したのは，圭に，デンプン粘

性溶液の粘度の増加（流動性の低下）により，粕性

薬剤学V◎王．69，No．3（2009）



TABLE 1. Pharmacokinetic Parameters of Calcein after i.v. and i.n. Administration of Different Calcein Solutions 

in Close and Open Systems in Rats and Apparent Viscosity. 

Dose 
(uglkg) 

C~** 
(ng/mL) 

T*_ 
(min) 

AUC0-360 
(ng ' min/mL) 

Fc Fo Fr apparent 
(alc') (%,) ((~/o) viscosity 

(mPa ' s) 

i.v. 

a) pH 7.4 PBS soln. 

close system 

open system 

100 

(controD 

200 
200 

137.7 :~: 19.0 

66.6 ~: 8.8 

 2.68 x 104 :~: O.OI x 104 

120 

120 

3.28 x 104d:0.52 x 104 

1.25 x 104 :!: O.15 x 104 
61.2 -
~ 23.4 38.2 

l .O 

b) Potato starch 

close system 

1.0a/(, potato starch 

2.5c/o potato starch 

5.0(~/o potato starch 

7.50/0 potato starch 

open system 
l.Oa/o potato starch 

2.5(~/o potato starch 

5.0c/(? potato starch 

7.5a/o potato starch 

200 
200 

200 
200 

200 

200 
200 
200 

96.5 ~: 10.0 

89.7 :~: 10. 1 

79.1 ~ 2.0 

19.3 i 1.3 

67.5 :~ 13.0 

65.2 :!: 10.0 

48.9 ~~ 9.8 

19.2 :~: 2.1 

120 

120 

180 

180 

90 
90 

120 
l 20 

2.85 x 104 :!: O.22 x 104 

2.32 x 104i: 0.22 x 104 

l.79 x 104 :~: 0.09 x 104 * 

O.53 x 104:t;O.OI x 104 * 

1.83 x 104~:0.36 x 104 

1.56 x 104:~0.25 x 104 

1.34 x 104:~:0.13 x 104 

0.45 x 104 :~: 0.02 x 104 * 

53.2 

43.3 

33.5 

9.9 

34.2 

29.2 

25.1 

8.3 

64.4 

67.3 

75.0 

84.3 

1.5 

2.6 

9.4 

over 100 

c) Tapioca starch 

close system 

O.5% tapioca starch 

1.00/0 tapioca starch 

2.5r7c tapioca starch 

open system 
O.5f7(; tapioca starch 

1.0(7c tapioca starch 

2.5% tapioca starch 

200 
200 

200 

200 
200 

200 

94.9 ~ 9.60 

60.7 :!: 6.70 

28.6 d~ 2. I O 

62.7 ~: 12.0 

51.2 :t 11.0 

28.3 :!: 5.0 

l 80 

180 

180 

120 

90 
90 

2.52 x 104 :~ 0.29 x 104 

l.83 x 104:!: 0.08 x 104 * 

O.79 x 104:t 0.05 x 104 * 

1.65 x 104:!: O.31 x 104 

1.25 x 104:k 0.16 x 104 

O.67 x 104:!: 0.05 x 104 * 

47.0 - - 2.5 
34.0  - 7.2 
14.7  - over 100 

- 30.7 65.3 
~~* 23.3 68.4 
- 12.5 85.4 

The data represent the mean :~: S.E. (n = 3 - 6). 

*: Significant difference compared with control 
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亙ig．5．Re工地ionship　b銚we鋤R6王鋤se　R就③Co鵬ねnt（＆）＆nd　Suぎ血c8A蛇＆（b），a双d　AUC．

　　　⑧：co就獅1，口：五．0循p◎賊ost鮒ch，ムニ2，脇po鮎osも鮒ch，◇：5．O％pot就ost鮒ch，∀二7，5％

　　　卵鮎o曲犯h，囲：O．脇t即i㏄叡就鮒ch圭△：1．O％亡即i㏄＆酎縦ch、令：2．5％t即i㏄＆幽rch．

　　　Th§ぬも＆r即肥鎚砒拙鳩㎜e脳（1ド3）．S篶㎡跳e鮒船vs　AUC（戸饅0，920，ρ＜0，002）．

システムとして評価したが，粘度の増加で付着効果

が商まり滞留性が増大したものの，主に粘膜との接

触蘭積が滅少し讐含有したカルセインのバイオァベ

イラビリティは低下することがわかった．鼻腔は縁

口投与後の坐物学的利用率（BA）の低い薬物，注射

しかない薬物，素早い薬効（蝸pid　on駝も）を期待し

たい薬物等の候補投与ルートになる王…遂）．このよう

な薬物の場合，バイオアベイラビリティの低下は，

製剤開発の上で、非常にマイナスとなる．偏頭痛治

療薬のスマトリプタンの経鼻製剤が上市されている

様に章素早い血巾濃度の立ち上がりが大事になる薬

物にとっては，経鼻製剤は有用である呈藪）．今固得ら

れた絡果から，デンプンのような材料を用いて経鼻

薬物送達システムとするには，比表面積（付着面積）

が増大し，薬物放舳遼度と付潜・滞留性の改善が期

待される㎜icrop狐t｛cu工就㈹y銚8n）（バウダーシステ

ム）を開発することが重要となろう．また，これら

の薬物をゲル状製剤にしたい場合には，低粘性で付

瀞効果の商い材料をスクリーニングすることが大切

である．ペブチド薬物などの難吸収惟薬物も岡様の

ことが考えられるが，これらの薬物の製剤閥発に

は，吸収促進剤は不可欠であり，付潜材料と吸収促

遼剤の組含せに関する更なる検討が必要となろう．

　以上，平井ら夏c）のラットを州いる実験系をべ一ス

に，閉鎖系と闘放系から得た2種類の薬動学的パラ

メータを比較することで，カルセイン含有デンプン

粘性溶液の付着・滞留効果とカルセインの吸収に対

する効果を評価できることがわかった．従って，本

226

方法論は，爾効果を同時に評価するうえで有用な手

段になると考えられる．
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