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緒言

　　近年、遺伝子工学の長足の進歩はペプチド・蛋白系医薬品をマーケットにもたらした。

しかし、その多くは静脈内投与、皮下投与など侵襲性の方法により投与されている。当然そ

れに代わるものとして、経口投与、経鼻投与など非侵襲性な投与経路が精力的に研究され、

その努力は今も続いているが、吸収部位での透過性と代謝といった難関を完全に克服できる

方法は確立していない14）。こうした状況の中で、最近、より簡便な投与方法として経肺投与

が検討され、その有効性が注目されている3・5”7｝。人では肺上皮表面の面積が75～100m2と、鼻

粘膜上皮の面積よりも極めて広く、これは小腸上皮の表面積に相当する8｝。また、毛細血管網

によって囲まれている肺胞上皮層は0．5μm～1μmと薄く、高分子物質においても透過しやす

いと考えられる9｝。そして、吸収された薬物は直接大循環に入るため、肝臓での初回通過効果

を受けない点も経口投与に比べ大きな利点である。こうした経肺投与の特徴により、他の経

粘膜投与よりも優れた吸収が期待され、事実、それを示す報告も多い5・IGe｝。しかし、ペプチ

ド・蛋白系医薬晶を吸入剤として開発するために必要な吸収部位での透過や代謝に関する基

礎的なデータの蓄積は十分ではない。そこで、本研究では、骨疾患治療薬であるサケカルシ

トニンをモデル薬物とし、ペプチド・蛋白の経肺吸収に関する基礎的検討を行った。

　　本論文は、以下の5つの章により構成されている。第1章では、ラットにおけるカルシ

トニンの経肺吸収を検討した。特に、蛋白分解酵素阻害剤ならびに吸収促進剤を用いて、透

過バリアーと代謝バリアーについて調べた。第2章では、吸収部位である肺胞上皮における

ペプチド・蛋白の透過経路を明らかにするため、ヒト肺胞由来細胞株A549細胞培養単層を用

いた検討を詳細に行った。第3章ではさらに、ペプチド・蛋白の経肺吸収における透過バリ

アーと代謝バリアーのどちらがより決定的な影響因子であるか解明を試みた。すなわち、両

バリアーの指標として、ラットにおけるペプチド・蛋白のバイオアベイラビリティーと分子

量の相関性、そして肺ホモジェネート中での安定性を検討した。第4章では、優れた吸収促

進作用を示したオレイン酸の作用メカニズムをA549細胞を用いて詳細に検討した。特に、細

胞内Ca2＋制御との観点から考察した。第5章では、ペプチド・蛋白の経書吸収の可能性をさ

らに検討するため、臨床投与十型であるドライパウダー化したカルシトニンの経肺吸収と吸

収促進剤の効果を動物実験により調べた。こうした研究で得られた基礎的知見にもとづき、

経肺吸収での製剤学的なアプローチの可能性について考察を加えた。
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第1章　ラットにおけるサケカルシトニンの経肺吸収13）

序論

　　慢性疾患の治療や予防に用いられる医薬品の投与には非侵襲性の投与経路が望まれ、骨

疾患の治療に適用されるカルシトニンもその例外ではない。緒言に述べたように、ペプチド

系薬物の非侵襲的投与方法として経肺投与は、経口投与、経鼻投与、経皮投与、直腸内投与

以上に期待されている3・5｝。しかし、ペプチド・蛋白を対象とした経肺投与の研究が活発に報

告されるようになったのは最近であり、他の粘膜に比べ、代謝バリアーや透過バリアーにつ

いて分かっていないことが多い14・15｝。本章では、代表的ペプチド系薬物の一つであるサケカル

シトニンをラットに強記投与し、蛋白分解酵素阻害剤及び吸収促進剤の効果を調べ、肺胞上

皮粘膜の透過バリアーと酵素的代謝バリアーについて検討した。

材料と方法

試薬

　　本研究に用いた試薬は以下の製品であった。サケカルシトニン（以下カルシトニン）、

キモスタチン、　ポテトカルボキシペプチダーゼ阻害剤、ホスホラミドン、アンチパイン、ロ

イペプチン、ベスタチン、フォロキシミチン、アマスタチン、ペプスタチン、エラスチナ

ール、Tos一：Lys一クロロメチルケトン（T：LCK）、Tos－Phe一クロロメチルケトン（TPCK）、

3，4一ジクロロイソクマリン（3，4－DCI）、E－64はシグマ製、　D－Tyr－Pro－Arg一クロロメチルケ

トンは、バッケム製、パラアミノフェニルメタンスルフォニールフルオライド（p－

APMS：F）、　ダイズトリプシン阻害剤（STI）、　ジイソプロピルフルオロ燐酸（DFP）、

バシトラシン、ベンザミジンは和光純薬製、アブmチニンはベーリングベルケ製を用いた。

脂肪酸、界面活性剤は、純度95％以上の日本油脂製である。

　　試薬は次の方法により調製した。カルシトニン原液は、精製水で調製後、一40℃で保存、

2ケ月以内に使用した。ペプスタチン、キモスタチンは、0．IN　HCIで、　TPCK、3，4－DCI

は、ジメチルスルフォキシド（DMSO）で、他の阻害剤は精製水で調製し、原液とした。カル

シトニンまたは阻害剤の原液を動物実験ではPhosphate　BUffered　Saline（PBS）で、　in　vitrr）

実験ではO．IMTris－HCI　buffer（pH7．4）で希釈使用した。　どの薬液でもDMSOの最高濃度は

1％を超えないように調製し，pHは7．4に微調整した。界面活性剤と遊離脂肪酸も同様に、動

物実験ではPBS、　in　vitrr）実験ではTris－HCI　bufferpPで溶解、懸濁した。遊離脂肪酸の場合

にはさらに2分間の超音波処理によりミセル化し、使用した。
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動物実験

　　経肺投与実験はEnna＆Schankeri6’の方法に従った。ラットは7～8週齢のSD

（Spraque－Dawley）系雄性ラット（体重200～300g）を用いた。実験前に18～20時間絶食さ

せたラットをウレタン麻酔後、背位固定し、頚部を切開して気管支を露出した。気管支の4

番目と5番目の輪状軟骨の問を1／2幅にメスで切り、ポリエチレンチューブ（ヒビキ＃6、長

さ4．5cm）を気管支切開部から2．Ocm挿入した。アロンアルファでチューブを固定し、皮膚

切開部をミッフェル針で閉じた。約20分から40分間放置後、100μ1用マイクロシリンジを用

い、カニュレーションしたチューブを通して薬液を肺内へ注入した。動物は、投与後約ユ下

間立位で保持した後、37℃のホットプレート上で背位固定した。薬液の投与は、体重300gあ

たり100μ1を気管内に注入した。筋肉内投与では、大腿部筋肉に同量を注射した。対照群では、

カルシトニンを含まないPBSのみを投与した。

生物学的活性の測定

　　投与後5時間、経時的に尾静脈より採血し、血漿を遠心分離した（シェアセップを使

用）。生物学的活性の指標である血漿中のカルシウム濃度は、和光純薬製カルシウムテスト

ワコーCを用いて測定した。投与15分、30分、1時間、2時間、3時間、4時間、5時間後の血

漿申カルシウムの投与即値に対する減少率を求め、0～5時間における減少率曲線と、生理食

塩水投与群で得られた曲線との間に囲まれる面積（Area　of　Ca　Reduction：ACR）を台形方式

により計算した。この値をカルシトニン生物活性を示す指標として用いた。1群4匹から6

匹を用い、統計学的検定にはStudentのt検定法を適用した（P＜0．Ol）。

肺ホモジェネートによるカルシトニンの分解

　　6匹のラット肺をプールし、冷生理食塩水にて洗浄した後、組織重量1gあたり4倍量の

0．1M　T　ris－HCI　buffer（pH7．4）、0．2Mサッカロースを添加し、ポリトロンで氷冷下問欠的

に約3分間ホモジェナイズした。このホモジェネート液を4℃、4，500xgで30分間遠：心し、そ

の上清を、再度50，000xg、30分間遠心分離を行った。得た上清を細胞質画分とし、この沈

渣を10mMTr沁一HCl　buffer（pH7．4）で2回洗浄し、再び同様に遠心して得た沈渣を膜組分と

した14）。

　　基質溶液はカルシトニンの最終濃度が50μ　Mになるよう0．1M　TriS－HCI　buffer（pH：7．4）

で調製した。この基質IOOμ1に、酵素溶液25μ1、さらに蒸留水、酵素阻害剤または吸収促進剤

25μ1を添加した後、37℃で30分反応させた。酵素濃度は、酵素量に対して酵素反応が直線

的に増加する範囲で使用した。酵素阻害剤の最終濃度は100μMから10mM、吸収促進剤添加

濃度は0．5％であった。酵素反応の停止には10％　トリフルオロ酢酸10唄を加え、さらに

7，000xg、3分の遠心により除蛋白した上清中の残存カルシトニン量を、　HP：LCにより測定
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し、初期カルシトニン量との差から酵素活性を算出した。H　PLCのカラムにはVyd　ac製

（Protein＆Peptide　O．4x15cm）を用い、測定波長は215nmとした。溶出液には0．1％トリフ

ルオロ酢酸を含んだ32％アセトニトリル液を使用し、流速は1．7m1／minに設定した。この条

件で、カルシトニンのピークは約7分に位置した。酵素溶液中の蛋白質の定量はプロテインア

ッセイキット　（Bio－Rad＞を使用した。

結果

筋肉内投与、気管内投与によるカルシトニンの生物学的活性

　　：Figure　1一（A）に示したように、カルシトニンを0．2μg／kg、　O．4μg／kg筋肉内投与すると血

漿中カルシウム濃度の減少率は投与後1時間にピークを向かえ、5時間後には、ほぼ正常レ

ベルまで回復した。一方、投与量1μg／kg、2μg／kg、4μg／kg、8μg／：kgでは、投与後5時間ま

で、カルシウムの減少が継続した。高投与量側ではカルシトニンの活性はやや飽和する傾向

にあった。PBS対照群では、血漿カルシウムレベルは変化しなかった。

　　：Figure　1一（B）にカルシトニンを気管内投与した時の血漿カルシウム減少率を表した。気

管内投与では、投与用量に依存したカルシウムの減少が観察された。投与量4μg／kgと8μg／kg

では、1μg／kg以上を筋肉内投与した時に得られたのと同様なカルシウム減少パターンを示し

た。0．2μg／kg投与群及び、対照群では、血漿カルシウムレベルは変化しなかった。
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経肺投与によるカルシトニンのバイオアベイラビリティー

　　カルシトニンの生物学的活

性を、筋注時と経肺投与時で比

べるため、ACRを投与量に対し

てプロットした（Fig　ure　2）。

筋肉内投与では、02μg／kg～

2μg／kg投与量において、花軸投

与では、0．4μg／kg～4μg／kgにお

いて直線関係が得られた、，生物

学的活性にもとつく相対的バイ

オアベイラビリティー；B．A．（％）

は、上記ACRの比率（気管内投

与／筋注投与）より計算すると、

30％であった。

　150

Tc
v
．9　100

6
v¢
鉱

O　50
も

9
く

　　o

intramuscular
injection

　　　　　杢

intratracheal

instillation

　　　　0コ　　　　　　　1　　　　　　　10
　　　　　　　　　Dose　of　CT　（ptg／kg）

Figure　2．　Dose－efficacy　response　of　calcitonin　after

intramuscu｝ar　admipistration　（O）　and　intratracheal
adininistration（e）　in　rats．　Each　points　represeRts　Mean±　S　E

脂肪酸、界面活性剤の吸収促進効果

　　Figure　3は、各種

界面活性剤と脂肪酸誘導

体を0．5％添加したとき

のカルシトニンの吸収を

示している。遊離不飽和

脂肪酸であるオレイン酸、

パルミトレイン酸、リノ

レイン酸は極めて強い吸

収促進作用を示した。ポ

リオキシエチレン（POE）

オレイルエーテルは優れ

た吸収促進作用を有して

いた。それに比べ、ソル

ビタントリオレエート、

POEソリビタンモノオ

レエート、POEソルビ

　　　　　　　　　None
　　　　　　　Oleic　acid

　　　　　　Oleyl　alcohol

　　　　Sorbitan　trioleate

POE　sorbitan　monooleate

　POE　sorbitan　trioleate

　　　　POE　oley（　ether

　　　　Glycerol　trioleate

　　　　　　Ethyl　oleate

　　　　　Palmitoic　acid

　　　　　　Stearic　acid

　　　　Palmitoleic　acid

　　　　　　Linoleic　acjd

★

P＜0．01

★

★
！

★

★

、 ★

一H★

　　　　　　　　　　　　　O　50　100　150
　　　　　　　　　　　　　　Area　of　Ca　ReductioR　（O／ohr）

Figure　3．　ln　vivo　enhancing　effects　of　fatty　acids　and　surfactants　on

the　pulmonary　absorption　of　calcitoRin　in　rats．　The　enhancer　was
given　at　O．590　simultaneously　with　calcitonm　（lptg／kg）．　Each　point

represents　the　mean　±　SE（n　：4－6）．

タントリオレエートの促進作用は弱く、グリセロールトリオレエート、エチルオレエート、

オレイルアルコールの促進作用はほとんどなかった。
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蛋白分解酵素阻害剤の吸収促進効果

　　Figure　4に示した蛋白分解酵素阻害剤をカルシトニンと一緒に経肺投与し、カルシウム

低下作用の促進を調べた。バシトラシン、キモスタチン、ポテトカルボキシペプチダーゼ阻

害剤、ホスホラミドンは著明な吸収促進効果を示した．またアンチパイン、ロイペプチン、

D：FP、　TLC：Kも中程度にカルシウム低下作用を促進した。他の阻害剤では吸収の促進はほと

んど認められなかった。

　　　　　None

　　　Bacitracin　200pM

　　Chymostatin　200pM

　　　Potato　CPI　200pM

Phosphoramidon　200pM

　　　　Antipain　200pM

　　　　　TLCK　200＃M

　　　Leupeptin　200ptM

　　　Aprotinsn　50001U

　　Benzamidine　5mM
　　　　Bestatin　200ptM

　ACE　inhibitor　500＃M

　Phenanthrokne　A　mM

　　　Pepstatin　500ptM

　　　Amastatin　200ptM

　　　　EIastmal　500yM

★
P＜0．01

★

★

’

★

★

★

★

★

ゴ

H

’

　　　　　　　　　　　o　se　loo　lso
　　　　　　　　　　　　　　Area　of　Ca　Reduction　（O／ohr）

Figure　4．　Absorption　enhancing　effects　of　protease　inhibitors　on　the

pulmonary　absorption　of　calcitonin　in　rats．　The　enhancer　was　given

simultaneously　with　calcitonin　（lpg／kg）．　Each　point　represents　the
mean　±　SE　（n＝4－6）．

肺ホモジェネートによるカルシトニンの分解とその阻害

　　ホモジェネート中の総蛋白濃度あたりのカルシトニン分解活性を測定した結果、膜画分

中の活性は、細胞質画分中の4倍高い活性を示した。
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酵素阻害剤によるカルシトニンの分解阻害

　　カルシトニン分解酵素に対するペプチド・蛋白分解酵素阻害剤の阻害率をFigure　5に

示した、，膜画塾由来の酵素に対して、セリンプロテアーゼ阻害剤（キモスタチン、アンチパ

イン、ロイペプチン、D－Ty　r－Pro－Arg－C：K、　D　FP、　T：LCK：）は60％以上の阻害率を示した。

特に、ロイペプチン、アンチパインは細胞質画分の酵素に対して効果がなかったが、膜酵素

には強い阻害を発揮した。逆に細胞質画分由来の酵素に対して阻害を示したセリンプロテア

ーゼ阻害剤（p－APMSF、3，4－DCI、アプロチニン、ダイズトリプシン阻害剤）は膜由来酵素

には効果が弱かった。メタロプロテアーゼ阻害剤、ホスホラミドンは、膜画一由来酵素に特

異的な抑制を示したが、EDTA、フェナンスロリンは、逆に細胞質画分により強く作用した。，

バシトラシンとポテトカルボキシペプチダーゼ阻害剤は、品詞分と細胞質画分両方に強い抑

制効果を持っていた。チオールプロテアーゼ阻害剤E・・64は、一画分酵素のみに弱い阻害を示

した。これ以外の阻害剤、アミノペプチダーゼ阻害剤（ベスタチン、アマスタチン）、、エラ

スターゼ阻害剤（エラスチナール）、ACE阻害剤（フォロキシミチン）、アスパラギン蛋白

分解酵素阻害剤（ペプスタチン）は、両画分に対して、阻害作用を示さなかった。

　　p－APMSF　200pM

　　Benzamidine　5mM

　　DFP　l　mM

　　TLCK　200gM

　　TPCK　200pM

　　Dα　　　200継M

恥P　?・…M
　Chymostatin
　　　　　　200gM
　　Leupeptin　2001．LM

　　Aprotinin　50001U

　　Antipain　200pM

　　STI　lmM

Pota芝。　CP互

MGTA
Phenan癒rolin
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Phosphoramido

£一64
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Pepsta巨n

Foroxyn舳in
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O　20　40　60　80　100
　Enzyme　inhibition　（O／o）
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IOOpM

100鮭M

200yM
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IOO＃M

100pM

100＃M

O　20　40　60　80　100
　Enzyme　inhibition　（O／o）

Figure　5．　lnhibitory　effects　of　protease　inhibitors　on　s　almon　calcitonin

degradation　by　membraRe　eRzyme　（closed　bar）　and　cytosol　eRzyme　（open　bar）．

Each　bar　represents　the　mean　of　duplicates　assays．
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　　In　vivoにおけるペプチド・蛋白阻害剤の吸収促進作用とin　vitlηでのカルシトニン分解

酵素に対する阻害効果の相関性を：Figure　6に示した。膜画分由来の酵素では比較的良好な相

関関係が認められたが、細胞質画分由来の酵素では相関しない阻害剤が多かった。特に相関

曲線からはずれた阻害剤は、ホスホラミドン、フェナンスロリン、ベンザミジン、アプロチ

ニンであった。
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Figure　6．　Relationship　between　absorption　enhancing　activity　aild　calcitonin－degrading　enzyme

inhibition　by　protease　inhibitors．　Alphabets　represent　A；bacitracin，　B；chymostatiR，　C；potato

carboxypeptidase，　D；phosphoramidon，　E；pepstatin，　F；antipain，　G；TLCK，　H；leupeptin，

1；aprotinin，　J；benzamidi．ne，　K；elastinal，　L；bestatin，　M；ACE　inhibitor，　N；ainastatin，

O；phenanthroline，P；no　inhibitor．

カルシトニンの分解に対する脂肪酸、界面活性剤の阻害作用

　　いずれの脂肪酸、界面活性剤も両二分中の酵素による分解に対して阻害作用を示さなか

った。
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考察

　　一般に、ペプチド・蛋白系薬物の経粘膜吸収では透過バリアーと代謝バリアーが吸収率

を下げる大きな要因となる1）。カルシトニンの経回吸収でも、3G％というバイオアベイラビ

リティーや、透過促進剤、蛋白分解酵素阻害剤の効果から両バリアーの関与が示された。特

に、　（1）肺ホモジェネート中のカルシトニン分解活性と（2）蛋白分解酵素阻害剤によるin

vitjO阻害効果とin　vivoでの吸収促進効果の相関性から、膜画分が主として吸収部位でのカル

シトニンの不活化に関わっていると推察された。ただし、in　vivoで細胞質開平の酵素が阻害

されるには、細胞内に阻害剤が入ることが必要であり、細胞質二分でtn　vivo促進効果とin

vitlη阻害作用の相関性が低くなる原因のひとつとして考慮すべきである。インスリンは肺胞

の細胞質画野中アミノペプチダーゼで主として代謝されると報告されており14｝、同じ肺組織

でも、代謝に関与する主たる部位がペプチドによって異ることを示している。

　　肺ではエンケファリナーゼ、　アミノペプチダーゼ、エラスターゼ、アンジオテンシン

転換酵素、カルボキシペプチダーゼ、中性エンドペプチダーゼなどがペプチドを代謝する酵

素として知られているがle17，18｝、サケカルシトニンの分解酵素に関しては報告されていない。

他粘膜組織では、アプロチニン、ベンザミジンが4）、直腸内投与ではベスタチン、ペプスタ

チンAがカルシトニンの吸収を促進する19i。　これらの阻害剤は経肺投与では促進作用を示さ

ないことから、各粘膜上皮に存在するカルシトニン分解酵素の種類と構成比が異なっている

と推測される。

　　本研究によりカルシトニンが主としてセリンプロテアーゼとメタロプロテアーゼにより

代謝されることを明らかにした。ポテトカルボキシペプチダーゼ阻害剤とバシトラシン1｝も両

可分由来の酵素を強く阻害したが、ペプチド基質として非特異的な阻止作用を示した可能性

もある。またポテトカルボキシペプチダーゼ阻害剤の非特異的な阻害作用も次の事実より示

唆される、（1）合成化合物のカルボキシペプチダーゼ阻害剤であるMGTAが全く阻害作用を

示さない、（2）カルボキシペプチダーゼに抵抗性を持つようカルシトニンのC末端のL一プロリ

ン残基をD一プロリン残基に置換した誘導体も容易に不活化される（データは省略）。さて、

肺ホモジェネートの実験で得た結果を解釈するときは、その限界を認識しなくてはならない。

肺は複数のタイプの細胞で構成されており、ホモジェネートでは全ての細胞が含まれている

こと、そしてホモジェネート調製は酵素の活性化・不活化を人為的に引き起こすからである。

　　N｛venら20｝は単離還流肺を用いてオレイン酸、　Span　85、オレイルアルコールの順に吸

収促進効果が強いと、本結果と一致する報告をしている。特に、オレイン酸などの不飽和脂

肪酸やいくつかの界面活性剤は優れた吸収促進剤であった。今回、蛋白分解酵素阻害剤また

は脂肪酸、界面活性剤をラットに経回投与後、最終時点で解剖し、肺の観察を行ったが、少

なくとも肉眼的には浮腫や変色など、肺組織に明らかな変化は見られなかった。しかし、い

くつかの吸収促進剤は投与量によって刺激性などの障害が出ることも考えられ、肺胞粘膜へ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“



の毒性学的影響を病理的に十分検討する必要がある。

　　なお、今回の経肺投与実験にあたり、いくつかの予備検討を行っている（データは省

略）。まず、カルシトニン単独投与時に、蛋白分解酵素または脂肪酸、界面活性剤を皮下投

与し、カルシトニンの生物学的活性が変化しないことを確認している。また、カルシトニン

に近い分子量をもつ：FITC一デキストラン（分子量4，000）を蛋白分解酵素阻害剤と一一緒に経肺

投与し、デキストランの残存率を調べた。その結果、蛋白分解酵素阻害剤が吸収部位の薬物

透過性を促進しないことを確認した。

　　以上、サケカルシトニンの経肺吸収は、他粘膜投与経路に比べても、さらなる検討を進

めるだけのポテンシーを持っていることが示された。しかし、経肺吸収では、代謝バリアー

と透過バリアーの両因子が協力的に働き、吸収の障害になっていることが明らかとなり、高

い吸収率を期待するには、これら両バリアーの克服が必要となる。
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第2章　ヒト肺胞由来A549細胞の培養単層におけるペプチ
ド・蛋白の透過21）

序論

　　第ユ章で述べたように、昏酔吸収でも他粘膜吸収と同様、ペプチド・蛋白に対し透過バ

リアーと代謝バリアーが存在する。透過バリアーの研究は、吸収部位での薬物の透過経路を

知る上で大変重要であり、製剤の吸収を改善するのに有用な知見が得られる。最近、Fujita

ら22）とYamaharaら23｝は、肺胞細胞のin　vitπ）培養系で肺胞上皮での薬物吸収を測定する系を

確立した。前者は、ヒト肺アデノカルシノーマA549細胞を用いてデキストランの、後者はラ

ット初代培養細胞を用いてインスリンの透過について報告した。こうしたin　vitroの評価系は、

薬物の肺吸収のメカニズムの解析、及び製剤処方スクリーニングの有用な手段となりうると

考えられる。本章では、II型肺胞細胞に類似しているとされるA549細胞24｝を用いたin　vitro

測定系における水溶性高分子である各種ペプチド・蛋白、そしてデキストランの透過性と透

過機序について検討した。

材料と方法

薬物

　　薬物の略号と供給元は以下の通りである。ヒトブラジキニン；BK（ペプチド研究所）、

サケカルシトニン；カルシトニン（バッケム）、組換え型ヒト上皮成長因子；EGF（ジェン

ザイム）、ヒトウロキナーゼ；U：K（プロトジェンAG）、ヒトファクターXIR；FXI■（ベ

ーリングベルケ）、：FITC標識ヒトイムノグロブリンG；FITC－lg　G（カッペルオルガノテ

クニカ）、組換え型ヒトインターuイキン2；IL－2、リコンビナントヒト型インターロイキ

ン6；1：L－6、組換え型ヒトインターロイキン8；IL－8（アマシャム）、：FITC標識ヒトトラ

ンスフェリン；：FITC－TF、：FITC標識ヒトアルブミン；：FITC－HSA　（インターセルテクノロ

ジー）、組換え型ヒト腫瘍成長因子β一2；TGF一β一2（アーストラルバイオロジカル）、組

換え型ヒトインターロイキン8レセプター；IL－6R、組換え型tト血小板由来成長因子；

PD　GF（R＆Dシステムズ）、FITC標識デキストラン；FITC一デキストラン、脂肪酸フリー

ウシ血清アルブミン；BSA（シグマ）。

測定方法

　　FITC標識物は、蛍光分光光度計を用いて定量した。その他のアッセイには、次の定量
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キットを用いた。

　　BK：；マーキットーAブラジキニン（大日本製薬）、U：K；T　int　Elize　uPA（バイオプー

ルAB）、EGF、1：L・・2、　IL－6、　h正，一8、　hTGF・一　i9　一2；Bio捷ak（アマシャム）、1：L－6R、

PD　G：F；Q　uan　tiki　ne（R＆Dシステムズ）、：FXIII［；latron一：F：L　FXIII（ヤトロン）。但し、

カルシトニンは、マウス抗sCTモノクローナル抗体（帝国製薬）、ウサギ抗sCT抗体（UCb

バイオプロダクツ）、精製ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギlgG（キルケガード・ペリー

ラボラトリーズ）を用いたELISAにより測定した。

細胞培養

　　ヒト肺アデノカルシノーマ由来A549細胞株は理研細胞バンクより分与していただいた。

培地は、DUIbecco’s　modified　Eag　le：Ham　F42（1：1）／シグマに10％ウシ胎児血清／Gibcoを

添加して使用した。培養中の継代は1週間に1回忌し、継代数88から94で、実験に供した。

透過実験

　　A549細胞を用いた透過実験は、：Fujitaら221の方法に準じて行ったが、透過膜には、コー

スター皆野のトランスウエル（ポリカーボネート膜、直径24m・m、　孔径3μm）ではなく、

培養細胞の光学的観察が可能な同社製トランスウエルコラーゲン（膜直径；12mm、孔径；

O．4pm））を使用した。トリプシン・EDTA処理で調製したA549細胞懸濁液を、コラーゲン

膜上に2～4x106　cellS／cm2まき、加湿、5％CO2、95％Air、37℃で細胞を培養し、6日後に透

過実験に使用した。培地は2日おきに交換した。培養4日後には完全なco㎡luentな状態を呈

し、細胞単層の電気的抵抗値　（100yA　of　pUlse　current　at　50：Hz、10msec　duration）は6

日目で、764±29Ω（N＝10）であった。

　　コラーゲン膜上の細胞単層は0．1％BSA含有アール平衡化塩類溶液で2回洗浄し、同液

で5％CO，一95％A｛r、37℃下で1時間平衡化させた。ただし、：FITC－HSAでは、　B　SA非添加の

平衡化塩類溶液を用いた。透過実験における平衡化塩類溶液の容量は、上室（ap　ic　al　side；

A）で0．5ml、下室くbaso　lateral　side；B）で1．5mlとした。ドナー側（上室もしくは下室）に

希望最終濃度になるよう薬液を添加し、加湿、5％CO2、95％Air、37℃また4℃で15分、3◎

分、60分、120分、180分後にレシーバーに移行した薬；物量を測定した。37℃でのA→B）とB

→Aへの薬物移行、さらに4℃でのA→B移行を検討した。なお、対照としては、コラーゲン

膜のみの透過係数を求めた。各薬物の見かけ透過係数（Papp）を以下の方式で算出した。
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cll／dt：一PcippA’（Ct／一Ci’）　（1）

G藩）・［レ㎎栂壱＋壱川（2＞

ここで、

dJ；溶質拡散流束の変化

P、pp；見かけの透過係数

A；透過面積

dC；上室と下室の溶質濃度差

Co；ドナー側の初期濃度

C；レシーバー側の溶質濃度
　1’

V；ドナー側液量　V；レシーバー側液量
　di　’　’”H’pm一’一　r

薬物の安定性

　　試験薬物の安定性を調べるため、透過実験と同様にA549細胞単層が形成されたトラン

スウエルコラーゲンの上室と下室に同一濃度の薬液を入れ、加湿、5％CO2、95％Air、37℃

で3時間静置後、両チャンバー中の薬物濃度を求めた。対照としては、コラーゲン膜のみのト

ランスウエルコラーゲンを用いて同様な実験を実施した。

結果と考察

各薬物の透過係数

　　代表的なペプチド・蛋白の例として、BK、カルシトニン、1：L－2、　PD　GF、　UK：、

FXIIIについて、透過率の経時的変化を：Figure　7に表した。各薬物から得た実測値に最適な透

過係数を理論式（2）から求め、ペプチド・蛋白についてTable　1に、デキストランについて

はTable　2にまとめた。コンピューターを用いたLevenberg－Marquardtアルゴリズムにもと

つくカーブフィッティングにより、各透過係数を算出した。その結果、各薬物での近似式の

相関係数は0．980以上と、良好な近似が得られた。
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　　37℃で調べた薬物の透過係数PA．．Bは1び～1ぴ（cm／sec）であり、FITC一デキストランの

それは、Fujitaら22｝が報告した値と近い。しかし、他の薬物のin　viUOもしくはiJZ・sitαでの肺透

過係数（クリアランス率から推定した数値も含める）に比べ、やや大きかった25“27）。おそらく、

B　yron＆Ph丑ip　s281が指摘しているように、生体での透過係数を算出するのに必要な透過面積、

肺胞液（alveolar　fluid）量、溶質交換液量の値が求めにくいため、　in　vitro培養細胞系での

透過係数とは、一致しないのであろう。また、生体内で肺胞上皮は、肺胞液で覆われており、

その粘性は薬物の吸収に影響する可能性がある。A549細胞を用いた評価系では、その影響は

再現できないため、in　vivo、　in　situの結果と異なるのかもしれない。
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Figure　7．　PermeatioR　of　peptides　and　proteins　in　A549　cell　monolayers　from　apical　side　at　37eC．

A：Bradykinin　at　lOO難M（○），　calcitonin　at　lOOnM（●），　IL－2　a目OnM（□）．　B：PDGF　at　lnM（圏

），urokiBase　a｛　10nM　（A），　Factor　XIII　at　i　ptM　（A）．　Each　poiRt　represents　the　mean±SE　（R＝4）．
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Table　1　Permeability　coefficieRtfor　peptides　aRd　proteins　in　A549　cell　monolayers

compound　Pt－3rnesCpt8？．e　Ot’　concentration　permeabiiity　coefficient（io’6cmisec）a）

（m．w．）

3一　7℃ 4℃
Bradykinin
（1　，OOO）

A一一＞B 100　nM

1　uM

8．4　±O．49

8．0　±O．3

8．0　±O．5

NTb）

B－A leO　AM 7．5　＋一〇．6 M
CalcitoRin

（3，400）

A－B IOO　nM
l　ptM

10　uM

2．5　±O．2C）

2．6　±O．1

2．5　±O．2

2．4　±O．2

MN’lr
B．A 玉00nM 1．9　±O．04 MEGF

（6，00e）
A．B IO　nM

IOO　nM

i．3　±O．09C）

1．4　±O．e9

1．3　±O．1

MB．A 10　nM O．5　±O．06 wr
1し8
（s，seo）

A．B 1　nM

10　nM

2．2　±O．2C）

2．3　±O．2

2．2　±O．3

M
B．A 1　RM O．8　±O．06 M正，．2

（14，700）

A一一eFB 玉OnM
IOO　nM

1．7　±O．09C）

1．8　±O．09

1．8　±O．2

M
B．A　．10nM 1．4　±O．05 M”一6

（20，000）

A一．B 1　nM

IO　RM

1．1　±O．07C）

1．0　±O．09

O．9　±O．1

M
B．A 1　nM O．65±O．02 MTGF一一B－2

（25，000）
A．B 1　nM

10　nM

O．64±O．05C）

O．65±O．06

O．60±O．O

MB一・A ユnM o．67±e．es MPDGF
（27，00e）

A．B 1　nM

10　nM

o．73±e．07c

O．73±O．07

O．84±O．O

wr
B．A ’1　nM O．65±O．05 MIL－6R

（34，000）
A－B 1　nM

10　nM

O．59±O．04C）

O．61±O．04

O．57±OD

MB．A 1　nM O．54±O．05 MUrokinase
（54，000）

A．B lO　nM

IOO　RM

O．57±O．05C

O．55±O．05

O．54±O．O

M
B－A 100　nM o．3s±e．e3 N’li

FITC－HSA
（64，000）

A．B O．5ptM　1．0±O．09C）

5　pM．．　1．1±O．05
0．s’浮ld）　i．i±o．i

O．99±O．I

MM
B－A 5　ttM O．74±O．03 MFITC－TF

（80，000

A．B 5　ueM e．g7±o．osc） O．91±O．O

B．A 5　uM O．39±O．03 MFXIII

（83，000）
A－B 1　pM

O．42±O．04C） O．39±O．O

FITC－1σG

　ご（150，000）
A．B lpM．．　O．30±O．02C

l’浮ld）　o．30±o．03
O．29±O．O

M
B－A 1　uM O．28±O．04 N”li

a）　MeaR±S．E．　（N＝4），　b）　Not　tested，　c）　These　values　were　used　in　Fig．　2，

d）　Non－labeled　HSA　and　lgG　were　simultaneously　added　at　500　ptM　and　1　mM．　respectively．
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Table　2．　Permeability　coefficien｛　for　FITC－dextrans　in　A549　cell　rnonolayers

　　　　　　Direction　of

Compound　transport　Concentration
　（m．w．）

Permeability　coefficient（IOM6　cm／sec）a）

37℃ 4℃

　F－4

（4，400）

A一一＞B 1　ptM

10　uM

3．4　±O．2C）

3．4　±O．3

3．3士0．3

　Mb）

B－A 五　M 2．8　±O．2 N’r

F一一　1．　O

（9，400）

A一一一．B 1黙M
10　ttM

2．2　±O．02C）

2．0　±O．04

1．4　±O．I

　wr
F－20

（19，600）

A－B 1　ptM

10　uM

1．2　±O．IC）

i．4　±O．06

1．3　±O．1

　M
B－A 1　uM O．84±O．07 M

F－40

（38，900）

1　pM

10　uM

O．75±O．07C）

O．71±O．03

O．73±O．03

　M
F－70

（71，2eO）

A．B 1　ptM

10　uM

O．61±O．04C）

O．60±O．05

O．59±O．02

　M
B－hA 1　uM O．42±O．02 M

　F150
（147，800）

A－B 1　ptM

10　uM

O．25±O．03C）

O．24±O．05

O．22±O．02

　M
B一＋A 10　nM O．19±O．05 M

a）　Mean±S．E．（N＝4）

b）　Not　tested

c）　These　values　were　used　in　Fig．8．

　　Yamaharaら23｝が報告したインスリンの透過係数は、分子量が近いにもかかわらずカル

シトニンの透過係数より10倍以上も小さく、その差が何に起因するのか考察する必要がある。

彼らによれば初代肺胞II型単層細胞の抵抗は、2000Ω以上であり、A549細胞系での抵抗値

よりも2～3倍も高く、tight　junctionの強さの違いが、その理由の一つとしてあげられる。

D．T．　T　hw　aitesら29）の結果では、　C　aco－2などいくつかの培養細胞単層を用いた透過実験で、

抵抗値が2倍ほど高くなると、Thyrotropi且一releasing　hormone（TRH）の透過率が、1／5

～1／6になる。透過係数も同程度もしくはそれ以上変化すると推測される。Yamaharaら23）の

用いている初代II型細胞系は、培養中に1型細胞に分化する。肺胞上皮では、細胞間t越ht

juncitOnには、複数のタイプがあるとされ、1型一1型細胞間と、　II型一II型細胞間では、　tight

junctionの性質が異なり、バリアーとしての強さに差があると思われる。両培養細胞の形態

学的な違いを調べれば、透過性の差を説明できるかもしれない。
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透過係数と分子量の相関

　　Figure　8に示すように、各薬物の分子量と37℃における透過係数PA→Bは良好な逆相関を

示した（R＝O．968）。経肺吸収において、薬物の分子量と透過係数が逆相関する傾向は、す

でにin　vivo、　in　sitZtの結果として報告されているL’ase・3v。しかし、　in　vitl’oでペプチド・蛋白

の透過性における相関関係を調べたのは、本研究が初めてである。Effro　sら31）は、広範囲に

わたり分子量の対数と肺クリアランスの対数間に負の相関が存在すると報告している。彼ら

の結果では、分子量1，000～10，000間でクリアランスが数十倍変化しており、今回の結果と同

じ傾向を示している。また、分子量の変化に対する明確な透過性の閾値が認められなかった

点も一致している。A549細胞単層の透過係数とin　vivoでの肺吸収の相関性は今後の重要な

検討課題として残っている。
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Figure　8．　Correlation　between　permeability　coefficient　and　molecular　weight

of　peptides　and　proteins．　1；bradykinin，　2；ca］citonin，　3；EGF，

4；IL－8，5；IL－2，6；IL－6，7；TGF－B－2，8；PDGF，9；1レ6R，10；urokjnase，

ll；albemin，　12；transferdn，　13；FactorXIII，　14；lgG，　15一一20；dextrans．

透過機序

　　ドナー側の濃度を10倍差で変えたとき、各薬物の透過係数はほとんど変わらず、37℃と

4℃での透過係数にも明らかな差は認められなかった（Table　1、2）。また、：FITC－BSA、

：FITC－lg　Gの透過係数は、高濃度の非標識体共存下でも変わらなかった。さらに、ペプチ

ド・蛋白の透過にラグタイムが見られなかったことも合わせ、今回調べたペプチド・蛋白は、

デキストランと同様、主として受動的拡散で上皮単層の細胞間隙を通過していると推察され

た。Figure　8に示した各薬物の分子量と透過係数の逆相関関係が成立したことからもこの考

えは支持される321。Pattoltら5・12｝は、分子量が22kD以下のペプチドでは、in　uiuo経肺吸収率

は分子量に左右されず、肺胞上皮でのトランスサイトーシスで吸収されると考察している。

しかし、彼らは、ペプチドや蛋白が代謝されることによって分子量に依存しない吸収を示す

可能性を考慮していない。ただ、A549が生体内でのトランスサイトーシス能を保持している

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19



かは今後調べる必要がある。今回適用した薬物濃度よりもさらに低い初期濃度で透過性を検

討すれば、トランスサイトーシスなどによる能動輸送が観察される可能性はある。

安定性

　　各被験薬物の透過実験系における安定性を調べた結果、すべての薬物について細胞単層

と3時間接触しても、95％以上が残存し、安定であった。A549細胞のペプチダーゼ・プロテ

アーゼ活性が透過量に影響を与えるほど強くなく、生体内での代謝バリアーとして機能して

いないと思われた。初代肺胞II型細胞を用いた系では、インスリンが反応中に分解すること

が報告されており23）、A549細胞との相違が認められる。この代謝バリアーの有無の違いが

両系における透過係数の大きな差につながっている可能性もある。

透過の方向性

　　EG　F、　IL－8、1：L－6、　UK、　FITC－TF、　FXIII：では、　PA→Bが、　PB→Aの約2倍から3

倍と差が見られた。しかし他の薬物では、両透過係数値に差がなく、分子量との関連も見ら

れなかった。Yamaharaら23）の結果では、インスリンのPA→B／PB→Aは0．15n：Mにおいて約

2であり、i4から75μMでは、差がなかった。こうした薬物透過の方向性の違いに関しては、

他研究でも詳しい知見はなく、今回の結果からA549細胞単層が透過性方向に選択性を有し

ているか否か、明確な結論、考察を導き出せなかった。

　　以上、サケカルシトニンなど水溶性高分子のペプチド・蛋白は、A549肺胞細胞単層の

細胞間隙を受動的拡散により透過すると考えられる。先に述べたように経肺吸収において、

in　vivo、　in　situで薬物の分子量と透過係数が逆相関することから、生体の肺上皮でもペプチ

ド・蛋白は細胞間隙を通過する受動的拡散によって透過・吸収されている可能性が示唆され

た。
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第3章ペプチド・蛋白の経肺吸収に及ぼす決定因子（透
　　　　　　　過バリアーと代謝バリアー）33）

序論

　　第ユ、2章で明らかのようにペプチド・蛋白の粘膜吸収を向上させるには、透過バリア

ーと代謝バリアーの両者を克服する必要があるが、どちらがペプチド・蛋白の吸収により大

きく影響するのか分かっていない。そこで、経肺吸収における決定因子を解明するため、イ

ンスリン、　カルシトニン、上皮成長因子、　インターフェロンーγ、エリスロポエチン、　イ

ンターフェロンー1レセプターのラットにおけるin　vivo経肺吸収と肺ホモジェネート中での

安定性について検討した。

材料と方法

薬物

　　サケカルシトニン；カルシトニン（バッケム）、組換え型ヒトインスリン　；インスリ

ン（ノボノルデイック）、組換え型上皮成長因子；EGF（R＆Dシステムズ）、組換え型

ヒトインターーフェロンーγ一1a；IFN一γ（塩野義製薬）、組み換え型ヒトエリスロポエチン；

EPO（中外製薬）、組み換え型ヒトインターロイキン1一レセプター；1：L一・1R（ヘキストジ

ャパン）。

薬物測定方法

　　薬物の定量には以下の酵素免疫法測定キットを用いた。インスリン／EIAインスリン

II　（ベーリンガーマンハイム）、EGF／Biotrak（アマシャム）、　IFN一γ／インターフェロン

ガンマELISA（エンドジェン）、　EPO／エリスロポエチンキット（ジェンザイム）、　IL－IR／社

内用キット（ベーリングベルケ）。カルシトニンは、第2章で用いた市販の抗体を組み合わせ

たE：LISAにて測定した。

動物実験

　　経肺投与は、第1章と同様に、麻酔処置をしたラットの気管内にカニュレーションし、

1eoμ1の薬液を肺内へ注入した。静脈内投与では頚静脈より注射した。投与後、尾静脈より採

血し、血漿中の薬物濃度を測定した。血漿中濃度下面積AUCを台形公式により算出し、経肺

吸収のバイオアベイラビリティー（BA，（％））、すなわち、　AUC　i．、／AUC，．。．（％）を求めた。

Tma。は、実測値を用いた。
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肺ホモジェネート中における安定性

　　肺ホモジェネートを調整するために、6匹のラット肺を摘出し、気管支及び、肉眼で確

認できる細気管支を取り除いた。肺組織1gあたり冷却した5m1の0．2Mサッカロース含有

0．1M　TriS－HCI　buffer（pH7．4）を加え、ポリトロンを用いて、30秒間ホモジェネートした。

1，000xgで15分間遠心し、細胞残津を除去した。この上清を9，000xgで30分間遠心し、上清

を肺ホモジェネートとして、酵素反応に用いた。上記調製処理は、全て4℃にて行った。

　　酵素反応では、薬物を0．1M　T　ris－HCI　buffer（pH7．4）で使用濃度に調製し、基質溶液と

した。100μ1の基質溶液を37℃で15分間温めた後、肺ホモジェネート液25μ1を添加し、反応

を開始した。反応1、2、3時間後に反応容器を氷上で急速に冷却し、同時に予め冷却した

0．1M　TriS－HCI　buffer（p：H7．4）の75μ1を添加することにより反応を停止した。その後の操作

は、氷上にて行った。すなわち、残存薬物濃度を求めるため、反応を停止した反応液を適宜、

冷却した。．1％BsAを含む。．1M　T　ris－Hcl　buffer（pH7．4）で希釈し、アッセイキットにて測定

した。この時、薬物と1次抗体、2次抗体との反応は、4℃、2～4時間に変更した（IL－1R

のアッセイでは、i次抗体との反応時問を18時間とした）。このアッセイでは、対照として、

予め冷却した基質に肺ホモジェネート液を加えたものを用いた。また、基質とした各薬物は

酵素非添加では、37℃、4時間まで免疫反応性に変化がないことを確認している。
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結果

ラットにおける経肺吸収

　　カルシトニン、インスリン、EGF、　IFN一γ、EPO、1：L一・1Rを経肺投与した時のB．A．（％）、

Tmax、消失相の半減期T　1／2をT　able　3にまとめた。また、血漿中薬物濃度推移を：Figure　9に示

した。Tm。x、　T、／2は分子量に依存して増大する傾向にあるが、　BA（％）と分子量の相関性は

なかった。

Table　3．　Pharmacokinetics　parameters　of　peptides　aRd　proteins　following　pulmonary

　　　　　administratioR　to　rats

Peptides＆proteins MW（kD） Dose／rat BAi。t／i．v．（％） Tmax（hr） T五／2（hr）

Calcitonin 3．4 20μ9 18．0 0．25 0．52

InSUlin 5．8 3U 9．1 0．25 0．5

BGF 6 10μ9 59．1 1 2．5

豆FN一γ 17．5 3x105　U 36．8 5 3．3

EPO 30 600U 17．8 5 7．3

IL　1－recepξor 60 10μ9 6．8 12 玉0
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肺ホモジェネート中における安定性

　　：Figure　10に示すように、カルシトニンとインスリンは、肺ホモジェネートとの反応で

分解されやすく、特にin　uivo投与に用いた薬液の濃度以下で顕著であった。　EGFの分解は比

較的穏和であった。IFN一γはわずかなに分解された。　EPO、1：L－1Rは極めて安定であった。

考察

　　経肺投与において水溶性薬物デキストランの吸収率は、薬物の分子量と逆相関する34｝。

また、Niv　enら35｝は、酵素による代謝を受けないペプチドを用いた実験で、心肺投与での吸

収率が、分子量に依存することを報告している。経鼻吸収でも同様な関係が報告されている

36｝

Bペプチドや蛋白のような非脂溶性薬物では、粘膜上皮での主たる透過経路は細胞間隙と

考えられ、そこでの透過バリアーは、薬物の電荷や、脂溶性ではなく、分子サイズ（分子

量）に大きく依存している。そこで、今回得られた結果と文献データをもとに、分子量と経

回吸収率の相関を調べてみると（Figure　11）、B．A．（％）と分子量問の相関係数は低く

（R＝O．28）、特に分子量が1万以下の、いわゆるペプチドに属する薬物で相関性が悪かった。

これと対照的に、分子量1万以上の蛋白系薬物では、相関性が極めて良好であった

（R＝O．802）。この理由として、ペプチド系薬物では、代謝バリアーが強く影響するためと考

えられた。逆に、デキストランのような代謝を受けない薬物では、透過バリアーのみが影響

するため、薬物の分子量と吸収率が相関すると考えられる35｝。今回の実験でも明らかのよう

に、インスリン、　カルシトニンは、肺ホモジェネートにより分解されやすい。用いた酵素量

は、肺全体のごく一部である

’ため、実際の肺内では、より

多く分解される可能性がある。

確かに、インスリン、カルシ

トニンはin　vivo濫訴吸収にお

いて1聯7｝、dDAVPは経鼻投

与において38）、投与部位の酵素

により分解される。そのため、

ペプチド系薬物では、比較的

小さな分子量から期待される
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いと撫される・それらに対翌1受鵬繍鋼；獣3躍盤H、．、1。9…，4、、al、i、。．ili），

して、：LHRHアナログは、ア5；calcitonin12），6；insulin42），7；insulin6），8；insuiin＊），9；insulin43），　IO；EGF＊），

ミノ酸の修飾によ購への｛1欝瑳論鮮謙麗燃論断1櫨乱
抵抗性が高まっており、BA．　frorn　the　present　study＊＊〉．
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（％）が95％と高値である39）。EGFは、インスリンと近い分子量ながら、インスリンよりはる

かに吸収がよい。これは、インスリンより、酵素への安定性が高いためと考えられる。第1

章で触れたように、肺ホモジェネートを用いた結果をそのままin　vivoでの代謝に短絡的に結

びつけるのは危険であるが、ペプチド系薬物と比較し、蛋白系薬物は代謝バリアーの影響を

受けにくいと推察される。

　　以上、経肺吸収の決定因子を透過バリアーと代謝バリアーの2つに絞ったとき、ペプチ

ド系薬物では代謝バリアーが、蛋白系薬物では、透過バリアーがより強く影響することを明

らかにした。全身吸収を目的とした経肺投与における吸収率の最適化には、ペプチド系薬物

では、酵素への抵抗性を高めるためのアミノ酸置換等の修飾、蛋白系薬物では、細胞間隙経

路での透過性促進に有効で、かつ安全な吸収促進剤の利用が効果的であろう。
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第4章　ヒト肺胞由来A549細胞におけるオレイン酸の吸収
　　　　　　　促進作用とそのメカニズム47）

序論

　　第1章～第3章で示したように、分子量（分子サイズ）に依存した透過バリアーが肺胞

上皮に存在し、ペプチド・蛋白、特に蛋白の経肺吸収を向上させるには透過バリアーの克服

が必要である。オレイン酸はエアゾール吸入剤の分散剤・滑沢剤として医薬品に添加されて

おり、しかも第1章で示しように優れた吸収促進作用を有している。オレイン酸を吸収促進

剤として利用するには、その作用機序を解明することが製剤化する上で重要と考え、本章で

は、オレイン酸の作用機序を詳しく検討した。特に、Wangら48）が最近報告したオレイン酸

の作用、すなわち肺胞上皮細胞の細胞内Ca2＋濃度の上昇に着目し、第2章で用いたA549細胞

単層におけるオレイン酸の吸収促進作用と細胞内Ca2＋との関係から調べた。また、他の吸収

促進剤ジメチルー　13－D一シクロデキストリン　（DMBCD）とタウロコール酸の作用機序との違

いについても考察した。

材料と方法

試薬と調製

　　薬物は以下のように調製した。DMBCD、タウロコール酸、ニフェジピン、ベラバミル、

Fura－2AM（和光純薬）、H－89a｝、　KN－62b｝、　H：D　BAc）、　U－73122d）、　RHC　SO267e｝（バイオモ

ルリサーチラボラトリー）、R5994gf｝（ヤンセン）は使用時DMSO（ジメチルスルフtキ

シド）で溶解した。Compou撮48／80、　M：L－99｝、　H－7h）、　W－7i，、　TMB－8」♪（バイオモルリサ

ーチラボラトリー）は精製水で溶解した。DMSOは、どの薬液でも最終濃度が2％を越えな

いよう調整し、DMSO単独では無作用であることを確認した。これ以外の試薬は、第！章か

ら第3章までに使用したものと同一である。

a）N一［2一（p一プロモシナニールアミノ）エチル】一5一イソキノリンスルフォナミド

b）K：N－62（1一（N、0一ビスー1，5一イソキノリンスルフォニール）一N一メチルーL一チロシル4フェニルピペラ

　　ジン
。）2ヒドロキシー5一（2，5一ジヒドロキシベンジルアミノ）benzoic　acid

d）1－6一（（17f9　3メトイエステルー1，3，5（10）一トリエンー一17－y1）アミノヘキシル）一1H一ピロールー2，5一ジオン

e）1，6・ビス（シクロヘキシルオキシミノカルボニルアミノ）ヘキサン
f）　3一［2一［4一［ビス（4一フルオロフェニル）メチレン］一1一ピペジニール］エチル］一2，3一ジヒドロー2一チオ

　　キソー4（1H）一キナゾリン

g）1一（5一クロロナフタレンー1一スルフォニル）1H一ヘキサヒドロー1，4一一ジアゼピンHCI

h）1一（5一イソキノリンスルフォニル）一2一メチルピペラジン

i）N一（6一アミノヘキシル）一5一クロロー1一ナフタレンースルフォナミドHCl

j）8一（N、N一ジエイチルアミド）一翼クチルー3，4，5一トリメトキシベンゾエート
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A549細胞を用いた透過性実験

　　第2章に述べた方法に従って、FITC・一デキストランの透過性を測定した。ドナー側（上

室）に、：FITC一デキストランの最終濃度が1μMになるよう添加し、レシーバー溶液より10μ1

を経時的にサンプリングした。蛍光分光光度計により透過したFITC一デキストラン量を測定

した。培養、透過実験は、すべて加湿、5％CO2、95％37℃にて行った。各種カルシウム

関連阻害剤の効果を検討する場合には、阻害剤をドナー側とレシーバー側の両方に同濃度に

て添加し、3分間予備反応を行った後に、オレイン酸とFITC一デキストランを同時に添加し

た。

Fura－2を用いた細胞内Ca2＋の測定48）

　　Fura－2AMを0．1％BSA含有したアール平衡化塩類溶液に最終濃度が10μMになるよう懸

濁した。A549細胞単層に添加後、90分間95％Air－5％CO2、37℃にて静置し、細胞内にFura－

2AMを取り込ませた。細胞内Ca2＋測定システムは、浜松フォトニックスの画像処理測定シス

テム（ARGUS－50／CA）を用いた。励起波長340nm／380nmを利用するレシオ法により測定した。

蛍光顕微鏡で一視野あたり、：Fura－2で均一に染まった細胞10個を選択し、薬物添加後の細胞

内Ca象を10分間モニターした。細胞内Ca象測定は37℃で行った。

結果

吸収促進剤の透過性に及ぼす影響

　　吸収促進剤（オレイン酸、DMBCD、　タウロコール酸）添加後のFITC一デキストランの

透過性の変化を調べた。吸収促進剤添加群では非添加群に比べ、透過量が経時的に増大した。

オレイン酸2％ではやや透過量の増加率に減少が見られた（：Figure　12）。

　　Figure　13に示したように、オレイン酸は、0．02％～2％において、添加濃度に依存した

吸収促進作用を示し、2％添加では、2hr後に非添加時に比べ透過量が4倍増大した。一方、

DMBCD及びタウロコール酸添加2時間後の透過率の変化を見ると、両者の作用も濃度依存

的であったが、いずれも1～2％付近に閾値が存在した。
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Figure　12．　Effect　of　oleic　acid　on　the　transepitl｝elial　transport　of　FITC－

dextran　｛hrough　A549　cell　monolayers．　Each　poiRt　represents　the　mean±SE

（n一一4）．　The　concentration　of　oleic　acid　was　090（O），　O．029e（1），　O．190（A），

O．5　90（e），　190（A）　and　290（D）．
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Figure　13．　Effect　of　oleic　acid，　DMBCD　aRd　taurocholic　acid

on　the　transepithelial　transport　of　FITC－dextran　throu．g．h　A549

cell　moRolayers　in　2hr　incubation．　The　transported　amount　of

dextran　after　2hr　in　the　absence　of　enhancers　was　designated　as

l．O．　Each　point　shows　the　mean±SE　of　four　experiments．
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吸収促進剤の細胞内Ga2濃度に及ぼす影響

　　吸収促進剤添加後の細胞内C　a2“レベルの変化をFigure　14に示した。0．1％、0．5％、1％

オレイン酸添加後、細胞内C計は、濃度依存的に増加し、約2分後ピークに達し、その後すみ

やかに下降する一過性の変化を示した。1％添加濃度時で非添加時のベースレベルよりピーク

値は、約40倍上昇した。一方、0．1％、1％、4％のDMBCD、タウロコール酸は吸収促進作用

が認められた4％濃度においても、測定時間内では細胞内Ca2÷への影響は見られなかった

（Figu．re　14には、4％での変化のみを表示）。
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Figure　14，　Effect　of　absorptioR　enhancers　on　the　intracellular　calcium　in　A549　cell

moRolayers．

細胞外Ca2＋濃度のオレイン酸の効果に対する影響

　　細胞外液をオレイン酸添加30分前にCa2＋フリーのアール平衡化塩類溶液に置き換え、

1％オレイン酸を加えた。Table　4に示したように、　FITC一デキストランの透過性も、細胞内

Ca％の変化も観察されなかった。　Ca餅非存在下で、　C計流入が増大しなかったことは、オレ

イン酸の作用発現には、外から入ったCa2＋による細胞内Ca2÷レベルの増加が、不可欠である

ことを示している。
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Table　4　Effect　of　extracellular　Ca2“　on　the　absorption　enhcancemeRt　of　oleic　acid

ExtraceUular　Ca2率 01eic　acid Permeabihty　ratio Intracellular　Ca2＋peak　level　ratio

L8mM None 】．0 1．0

L8mM 1％ 4．2 33．5

Free 1％ 1．1 3．8

The　bathing　medium　w　as　Earle’s　balanc　ed　sa｝t　solution　w　ith　or　w　itihout　CaL”．　The

perm　eability　ratio　w　as　d　ete　rme　d　fro　m　the　transferred　am　o　unt　of　FITC－dextran　after　2　h

inc　ubation．　The　v　alue　w　as　the　m　ean　of　four　experim　ents．　The　standard　error　w　as　less

than　1090　in　each　case．

吸収促進作用に対する細胞内Ca2＋伝達系阻害剤の影響

　　オレイン酸の吸収作用メカニズムを解明するため、オレイン酸1％添加時に、細胞内Ca

2＋ｪ関与するプロセスを阻害する各種化合物を併用した。Table　5に示したように、カルモジ

ュリン（CAM）阻害剤、　W－7、　Compound　48／80、　CAMキナーゼ阻害剤、　KN－62、　HDBA

は、オレイン酸による吸収促進を濃度依存的に抑制し、高濃度側では、ほぼ完全に抑制した。

他にオレイン酸の作用を抑制したのは、プロテインキナーゼC（P：KC）の阻害剤であるH－7、

細胞内Ca2＋キレートであるTM：B－8であった。しかし、他のプロテインキナーゼ、ホスホリ

パーゼ、　ジアシルグリセm一ル（DAG）キナーゼ、　DAGリパーゼ阻害剤はいずれも抑制

効果がなかった。また、Ca2牽チャンネルブロッカーであるニフェジピン、ベラバミルは、わ

ずかに抑制する作用が認められたが、その作用は弱かった。なお、阻害剤単独では、いずれ

も透過性には影響を及ぼさなかった。

細胞内Ca2＋濃度上昇に及ぼす細胞内Ca2＋伝達系阻害剤の影響

　　上記実験と同条件で、オレイン酸1％添加後の細胞内Ca2÷を測定し、細胞内Ca2＋伝達系

阻害剤のオレイン酸に対する抑制効果を調べた。Table　5に示したように、吸収促進作用へ

の抑制効果と良く相関した結果が得られ、オレイン酸による透過性の促進を抑制したCAM阻

害剤、CAMキナーゼ阻害剤は、　Ca象細胞内レベルの上昇に対しても抑制的に働いた。なお、

阻害剤単独では、いずれも細胞内Ca　“”を増大させることはなかった。
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Tab｝e　5　Effect　of　Ca2’a’egulatory　protein－inhibitors　on　absorptioR　enhancement　cfuad

　　　　　　intracellular　Ca2’　rise　by　oleic　acid

Inhibitor Target
Concentratio註a） Inhibition　ratlO

@　（％）b）
Refbrence

W－7 CAM
10μM
T0μM
Q50　M

9．2／NEc）

S3．7／3L5

X9．7／92．2
49

Compound
S8／80 CAM

ioμ9／m董

R0μ9／ml

奄盾n鮭9／ml

79．8／72．4

W8。0／91．7

X7．5／98．8

50

KN－62 CAM　ki簸ase

1μM

RμM
P0　、M

55．3／68．7

V5．8／87．3

W7．4／92．4

49

HDBA CAM　kinase

1辞M
R緋M
P0　M

432／33．5

W7．3／80．3

XL3／98．1

51

H．89 PKA
1μM

R緋M
氓OμM

NE／NE

mEINE
mE／NE

49

H－7 PKC
1μM

R露M
奄n　M

　NE／NE
W．9／11．9

R2．3／38．7

49

ML－9 MLC　kinase

1μM

RμM
奄n　M

NE〆Nε

mE〆NE

mE／NE

49

U－73122 PLC
1μM

RμM
撃n　M

NE／NE

mE／NE

mE／NE

52

RHC80267 DAG互ipase

1μM
RμM
撃n　．M

NE∠NE

mENE
mE！NE

53

R59949 DAG　Idnase

iμM
RμM
P0　M

NE／NE

mE／NE

mE／NE

54

Ni艶dipine Ca2＋channeI

0．iμM

激ﾊM
P0　M

　NE／NE

S7．3／40．4

S3．6／50．6

55

Verapami里 Ca2＋channel

　1μM
P0ドM
撃nO　M

　NE∠NE

@NE／NE
R2．7／44．7

55

TMB－8 Ca2＋chelator

ioμM
R0μM
撃nO　M

NE／NDd）

S3．1／ND

V8．9／ND

56

）
～
ノa
L
D）C

Effective　concentrations　of　inhibitors　were　chosen　from　those　in　the　cjted　1．iterature．

The　values　show　the　inhibition　ratios　in　FITC一一dextran　absorption　enhaRcerrient　（left）　and

intracellular　Ca2’　rise　（right）．　The　standard　error　was　less　£han　I　Sa／o　in　each　case．　（n＝4）

No・effect（inh｛bition　ratio：く5％），　d）Not　determined．
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考察

　　最近Wangら48）は、オレイン酸などの脂肪酸が初代培養肺胞細胞膜上のCa2÷チャンネル

に直接もしぐは間接的に作用することによりCa2＋流入を増大させ、その結果tightjunctionが

開孔し、単細胞層透過性が上昇することを示した。本研究でオレイン酸による同様な作用を

A549細胞でも認めた。　また、　DMBCD、タウロコール酸による吸収促進作用が、細胞内

Ca2＋と関連していないことが明らかとなり、オレイン酸特有の作用機序と考えられた。

DMBCD、タウロコール酸は、すでに報告されている別の機序、すなわち直接的な細胞膜へ

の障害や細胞膜内での反転ミセル形成により、その促進作用を発現すると推察される5”’・s81。オ

レイン酸によるCa3＋の細胞内への流入を充進させる作用は、他組織細胞でも見られており、

肺胞細胞に特異的でない59’。また、上皮細胞内へのCa2＋の流入が、　tight　jumctionをゆるめ、

透過性を増大させることは、すでに気管上皮で確認、されている6ω。

　　CAMアンタゴニスト及びCAMキナーゼの阻害剤が、オレイン酸による吸収促進、　C♂

流入の増大を抑制したことは、それらの機序にCAMとCAMキナーゼが関与していることを

強く示唆する。そして、オレイン酸がCa2＋チャンネルを介してペプチド・蛋白制御に関係し

ていると考えられる。CAMアンタゴニストがCa2＋チャンネルを抑制することは、多様な細

胞を用いた実験で観察されており55・61“63）、しかも、Ca　9一チャンネルブロッカーのC♂チャン

ネルへの結合はW－7によって阻止されるかちである。H－7が弱いながらもオレイン酸の促進

作用に抑制的な効果を示したことからPK：Cも関与していると思われた。一方、　Ca　9”チャンネ

ルブロッカーのオレイン酸に対する抑制作用は部分的であり、Wangら48｝の結果と一致して

いる。Ca2＋チャンネルは、ニフェジピンやベラバミルなどジヒドロピリジン誘導体（DHP）

に感受性を示すチャンネルだけでなく、　レセプター一作動性Ca2＋チャンネル、セカンドメッ

センジャー作動性Ca2＋チャンネルなど多様であり64）、オレイン酸はDHP一丁感受性のCa2÷チ

ャンネルを主として活性化するのかもしれない。なお、ホスホリパーゼC、DAGキナーゼ、

DAGリパーゼはオレイン酸の促進作用に関与している可能性が低いと思われる。

　　最後に、オレイン酸が細胞内Ca2＋の上昇を引き起こすメカニズムについて推論した

（Fig　ure　15）。オレイン酸は、　C　AM様作用を発揮することが知られている65｝。オレイン酸は

C　a2＋チャンネルと関連しているCAMキナーゼを活性化し、それによってCa2÷チャンネルが活

性化され、Ca2÷流入が引き起こされると考えられる。　CAM阻害剤は、オレイン酸のCAMキ

ナーゼへの結合を、CAMキナーゼ阻害剤はCAMの標的部位であるCa2＋チャンネルの活性化

を阻止すると思われる。この推論は、上昇した細胞内Ca2＋が、どういう過程を経てtight

junctionの開孔を引き起こすかも含めて今後検証されなければならない。そして、　A549細

胞を用いていて得た今回の結果は、初代肺胞細胞や他の粘膜上皮細胞で得られる結果とは必

ずしも一致しない可能性があることは念頭に置く必要がある。以上、オレイン酸の吸収促進

作用に細胞内Ca2幸、　CAM・CAMキナーゼそしてCa2牽チャンネルが関与していることを明ら
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かにした。

われる。

吸収促進剤のメカニズムを解明は、より安全な吸収促進剤の利用につながると思
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Figure　15．　Activation　of　calcium　infiux　by　oleic　acid　on　the　cellular　mernbrane．
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第5章サケカルシトニンドライパウダーのラットにおけ
　　　　　　　る経肺吸収66）

序論

　　ここ数年、経肺投与によるペプチド・蛋白のデリバリーに関する報告が増えてきており、

有効な非侵襲性投与経路として期待されている4ao「・68｝。とくに、従来溶液投与が主であった中

で、パウダー化した製剤を小動物に投与した実験は、臨床で使用される剤形を想定しており

興味深い。経肺投与は、他の非侵襲性投与経路よりも良好な吸収が期待される。しかし、分

子量の大きな薬物のバイオアベイラビリティーは、肺胞上皮での透過バリアーにより決して

十分でなく、吸収促進剤の利用が検討される。吸収促進剤の作用は、溶液で薬物と同時に投

与する方法が一般であり、ドライパウダー化した製剤に促進剤を利用した報告はKOmadaら

6T ﾌ報告のみである。そこで、本研究では、カルシトニン経肺吸収における溶液製剤とパウ

ダー化製剤問で、各種吸収促進剤の作用を比較検討し、ドライパウダー化の有用性を考察し

た。

材料と方法

試薬

　　オレイン酸ナトリウム、卵黄レシチンは、日本油脂より入手した。n一円クチルーβ一D一グ

ルコシド、は、和光純薬製を用いた。他の試薬は、前章までに使用した物と同じである。

製剤

　　カルシトニン溶液：カルシトニンを生理食塩水で溶解、希釈し、液剤とした。

　　カルシトニンドライパウダー：精製水で溶解した乳糖溶液中でカルシトニンを溶解し、

凍結乾燥した。吸収促進剤は乳糖と一緒に添加した。これをジェットミルで微粉砕し、投与

用のドライパウダーを得た。このドライパウダーの粒径をAEReSIZERで測定した結果、φ

2～4ymに70％が分布していた。カルシトニン1μg／kg、20μg／kg投与では、ドライパウダー

5mg／dose中のカルシトニン含量は、0．3μg、6pgであった。
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動物実験

　　SD系雄性ラット7週齢（体重280～300　g）のラットを用いた。1群あたりの匹数は4～

6とした。経肺投与は、第ユ章に述べた方法にてラットに麻酔下で気管カニュレーションを施

した。溶液投与では、立位保持したラットに、薬液100y1をマイクロシリンジにて、カニュー

レを通して肺内へ注入した。ドライパウダー投与では、溶液投与と同様に気管カニュレーシ

ョンを施し、体外のカニュ・一　Y先端に、投与デバイス（Figure　16）を装着した。そしてチップ

内（100μ1用ピペット用チップ）のドライパウダー5mgをエアーポンプによる送風で、強制

的に肺内へ送達させた。送風時には、Y字型コネクターのチップ装着側と反対側のチューブ

を指で閉塞し、電磁弁を0．3秒間開放した。送風量は3mlであった。送風後、直ちに吸入した

空気を逃がすために閉塞した側のチューブを開き、デバイスを外した。このデバイスを用い

た吸入による肺組織へのダメージは、少な　　　　　　　　　B
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A　z，，A＝（tK　C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、．，。　　　　盤・くとも実体顕微鏡観察では認められなかっ

た。筋肉内投与は、液剤0．2rn1を大腿筋よ

り注射した。

サケカルシトニンのアッセイ

　　第ユ章と第3章で用いたのと同じ方法

論
懸

D譲謙i

Figure　16．　Device　designed　for　delivery　of　dry　powder　to　rat　lungs．

A：　polyethylene　ttibe　for　caRnulation．　B：　Y－shap　polyethylene　tube，

C：dry　powder　in　a　plastic　tip．　D：electromagnetic　vac　lve．　E：air　pump．

で、カルシトニンの生物学的活性と血漿申レベルを測定した。

肺内分布の測定

　　カルシトニンと同様にFITC一デキストラン（分子量150，000）の液剤とドライパウダー

を用意し、ラットへ回気管内投与した。投与後、直ちに肺を摘出し、右肺の3葉（上葉、中

葉、下葉）、左肺は長軸に添って均等に切除した2葉（上葉、下葉）各片を2m1生食中でホモ

ジェネートし、3，000xgで遠：心分離後、上清中の蛍光強度を測定した。三葉内に含まれる

FITC一デキストラン量を求め、三内への到達率、分布率を計算した。
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結果
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ドライパウダーと溶液によるカルシトニンのラットにおける経肺吸収

　　Figure　17に、3つの吸収促進剤（オレイン酸、レシチン、クエン酸）を添加したカル

シトニンドライパウダーの吸収を示した。吸収促進剤を添加した処方では、血漿中カルシト

ニンレベルは促進剤非添加群に比べ高く、吸収は顕著に増大した。吸収促進剤非添加群に比

べ、C＿はオレイン酸〉クエン酸〉レシチンの順に、2．7倍、2．2倍、1．8倍と増大した。薬効

の指標である血漿中カルシウムレベルの低下でも、カルシトニンレベルと連動した形で変化

した。
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Fj．oure　17一（A＞，（B）．　Pulmonary　absorption　of　calcitonin　from　dry　powder　in　rats　with　absorptin　enhancers；　Oleic　acid　（［］

）．　citric　acid　（一），　lecithin　（O）　and　none　（e）．　Valiles　shown　are　means±SE　（n＝　4－6）　of　p｝asma　calcitoniR　level　（A）　and

piasma　calcium　reduction　ra｛e（B）．　Absorption　enhancers　were　g．iven　at　250yg／5mgh　dry　powder／dose．　The　doses　of

calcitonin　were　20ptgfkg　（Al）　and　l　y．u．／kg　（B），　respectively．

　　吸収促進剤非添加群では、AUC、　ACRともにドライパウダーと溶液投与間で、ほとん

ど差が認められなかった（Table　6）。ドライパウダーに促進剤を添加すると、促進剤の濃度に

依存した吸収促進効果が得られた。しかし、溶液に吸収促進剤を添加した場合、DMBCDを

除いて、ドライパウダーよりも促進効果は弱かった。特にオレイン酸はドライパウダーに少

量添加しても強い吸収促進を示した（：Figure　18）。
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Table　6．　Effect　of　absorption　enhancers　on　the　pulmonary　absorption　of　salmon　calcitoBin

　　　　　　　from　dry　powder　and　solution　in　rats

Enhancer（μg／dose） Dry　powder Solution

AUC（％）1） ACR（％）2） AUC（％）1） ACR（％）2）

None 29±5 34±7 25±6 30±9

Oleic　add
25

Q50

43±7a，b3）

W0±12a，b
58±loa
P20±25a，b

29±9
S0±11

34±8

T2±16

DMBCD
25

Q50
35±9
U0±18a

39±12

V0±20a

29±8
U0±12a

31±10

V6±15a

Lecithin
25

Q50
41±12
T3±13a，b

46±10
U7±16a，b

27±9

R8±9

30±11

S2±10

Taurocholate
25

Q50
32±8
T4±玉oa，b

36±10
U出3a，b

27±5

R4±10

31±8

S5±9

0一β一D－glucoside
25

Q50
30±6
S7±ga

34±9
T7±14a

26±8

R4±12

30±10

S5±14

Citric　acid
25

Q50
41±14
U3±12a，b

49±13
U6±14a，b

27±9

R8±7

30±8
S2±11

Dose　of　salmon　calcitonin：　l　pg／kg

Values　slaown　are　Means±SE　（n＝4－6）．

1）　Area　under　the　curve

2）　Area　of　calcium　reduction　as　a　percentage　of　the　value　measured　after　intramuscular　injection　of

　salmon　calcitonin　at　1　pg／kg．

3）　Statistically　significant　difference　（P〈O．05）

　a：　between　control　group　（without　enhancer）　and　group　given　enhancer．

　b：　between　group　given　dry　powder　and　group　given　solution．
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Figure　18．　Effect　of　oleic　acid　on　the　pulmonary　absorption　of　dry

powders　（O）　and　solutions　（e）　of　calcitonin　（lpg／kg）　in　rats．

Values　showil　were　naeans±SE　（n＝4一一6）．　AUC（90）　is　the　area　under

the　curve　as　a　percent　of　the　value　measured　after　intramuscular

injection　of　calcitonin　at　the　same　dose．

区内分布

　　　Table　7に示したように、ドライパウダーと溶液では、到達量に有意な差は認められな

かった。経肺投与したFITC一デキストランは、ドライパウダーと溶液のいずれも右肺に60％

と偏った沈着分布を示した。また、両剤型とも右肺では中葉、下葉に、左肺では下葉に多く

が到達した。しかし、ドライパウダーでは、両上葉への移行が若干少ない傾向が見られた。

全投与量のうち、ドライパウダーでは50％、溶液は67％が肺内へ到達した。

Table　7　Depositjon　of　FITC－labeled　dextran　in　the　rat　lung　after　intratracheal　administration

Right　lung Left　Iung

Preparation Upper
撃盾b

Midd韮e

撃盾b

Lower
撃盾b

TotaI
Upper
撃盾b

Lower
撃盾b

TotaI
Total　lung

Dry　powder 6．2a）

}2。4

35，6±

P5．8

18．4±

V．6

60．2±

ﾊ5．5

6．0±

Q．4

33。8±

W．8

39．8±

P0．6

50．1b）±6．8

SOlution 16．1±

V．9

22。8±

W．7

22．6±

U．9

61．5±

P2．8

15．5±

T．6

23．0±

V．2

38．5±

P1．2

67．2±】0．3

The　va｝ues　represent　Means±SE　（n　＝5）．

a）　Relative　amount　of　FITC－labeled　dextran　delivered　to　each　lobe．

　　　expressed　as　percentage　of　the　sum　of　the　left　and　right　lungs．

b）　Recovery　rate　expressed　as　percentage　of　the　initial　dose．
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考察

　　溶液とエアゾール、パウダーを経肺投与した際、肺内での薬物の分布、吸収などに差が

生じる6，4aOS・69）。本結果では、ドライパウダーと溶液間で、肺内への到達率、及び吸収促進剤

非添加での吸収率に差は認められなかった。しかし、Komadaら67’、　Niv　enら68）はいくつか

のペプチド、蛋白で溶液の方がドライパウダーより吸収されやすいと報告している。この相

違は、投与したドライパウダーの粒子径、そして吸入方法の違いによると考えられる。

　　三内での分布については、報告がまちまちである。今回の成績は、肺内到達率と合わせ

て、Ok㎜uraら6）の報告と近い値を／憎ている。また、右下への偏った分布はNiv・enら68｝と

Byron＆Niv　en69｝の報告と一致した、，なお、ドライパウダーの投与は自然吸入でなく、他の

報告67・os）と同様、強制的に吸入させている。しかし、送り込んだ空気量で肺上皮の透過性が

影響を受けるとは思われない701。

　　本章の結果で、特に、注目すべき点は、同量の吸収促進剤を投与した場合、ドライパウ

ダーの方が、溶液よりも強い吸収促進作用を発揮したことである。K：omadaら67｝も、ドライ

パウダーにクエン酸を含有させることでインスリンの三門吸収率が2倍ほど高くなると報告

しているが、溶液でのクエン酸の促進作用については触れていない。ドライパウダーの方が、

溶液よりも吸収促進が強い原因は、肺内の薬物の到達量や分布の違いから生じているのでは

なく、むしろ、ドライパウダーが、肺胞上皮に沈着し、肺胞液（alveolar　f1Uid）で溶解した

時の吸収促進剤の濃度に着目すべきだと思われる。ラットでの肺胞上皮の吸収面積を

0，6m2／300g体重とした場合8）、肺胞液の厚さ5nm～20nm9’を掛けることにより肺胞液の量は

3μ1～12μ1と推定される。すると、液量1eoμ1の溶液投与では、促進剤の濃度はほとんど希釈

されることなく同じ濃度で作用していると推測される。一方、ドライパウダーに吸収促進剤

を含ませると、少量の肺胞液で溶解するため溶液投与よりも数十倍高濃度で作用すると考え

られる。おそらく、この肺胞上皮上での吸収促進剤の濃度の大きな差が、ドライパウダーと

溶液での促進剤の作用の程度の違いとなっているのであろう。

　　今回使用した吸収促進剤の作用機序について触れてみよう。吸収促進剤は、tight

junctionを介したペプチド、蛋白の透過性を促進させると考えられている71）。オレイン酸は、

第4章で述べたようにC　a2÷チャンネルとの関係が示唆される。タウロコール酸に関しては、

複数のメカニズムが報告されている2・37・57｝。クエン酸に関しては、Ca2＋キレート作用によるア

クチンフィラメントなど細胞内での変化71｝と、クエン酸による局所的な酸性化67）がメカニズム

として考えられている。
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　　ドライパウダーに吸収促進剤を添加する利点は何であろうか。一番大きな利点は、吸収

促進剤の作用を薬物の透過部位に限定できることである。このことは促進剤を使用したとき

に見られる粘膜障害作用を最小限に抑え、促進剤の安全域を高めることにつながる。特に、

オレイン酸、レシチンは、上市されている吸入用医薬品に分散剤として添加されており、さ

らなる検討に適している。ここに得られた知見は、経肺投与に適したより安全で有効な吸収

促進剤の開発に有益な情報を提供すると考えられる。
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結語

　　以上5章にわたり、サケカルシトニンをはじめとするペプチド・蛋白の経肺吸収につい

て検討した。ここでは、各誌を振り返りながら、心肺投与という製剤学的アプローチを実現

させるための手がかりを述べたいと思う。

　　上記第1章の結果で示したようにカルシトニンのラットでの経肺吸収率は、同薬物の経

鼻吸収など他の非侵襲性経粘膜投与経路よりも、良好であることが示された73）。これは、は

じめに触れたように、吸収部位の広大な面積や肺胞上皮の薄さに起因すると考えられる。し

かし、本研究のように気管カニュレーションを介して投与すると投与量の60％以上を吸収部

位である肺深部へと到達させることができる。ところが、実際の臨床では口腔内、咽頭、気

管への付着により肺深部まで到達する量は、10～20％であり、臨床での吸収率を推定するに

は下方修正が必要である。そのため、臨床で使用するには、採算性、投与精度、投与量の再

現性などの点から、肺深部への薬物送達率を向上させる吸入用投与デバイスが不可欠である。

そして、肺胞上皮での吸収を可能な限り向上させる製剤学的な工夫も必要である。この目的

を達成するために、第1章で経肺吸収における製剤学的な修飾について調べた結果、水溶性

高分子化合物であるペプチド・蛋白に対して、透過バリアーと代謝バリアーが、その程度・

性質の違いはあるにしても、他粘膜と同様に存在することが明らかとなった。

　　そこで著者は、臨床で使用されている吸入剤に分散剤として添加されているオレイン酸

に着目し、その各種誘導体の吸収促進効果を評価した。その結果、ある種の吸収促進剤が経

肺吸収でも非常に効果的であることが明らかとなった。また、ペプチド・蛋白分解酵素の阻

害剤も強力な促進効果を示した。これらの結果から吸収促進剤のより積極的な応用を展開す

るには、ペプチド・蛋白の肺胞上皮での透過経路と、吸収促進剤の作用機序を解明すること

が重要と考えた。

　　第2章では、肺胞A549細胞株用いたin　vitroの薬物透過システムを用いて各種ペプチ

ド・蛋白の透過性を調べ、それらの主透過経路は細胞間隙であることを明らかにした。

　　第3章では、透過バリアーと代謝バリアーのどちらを克服すれば効果的に吸収を向上で

きるのか検討した。その結果、ペプチドでは代謝バリアーが、蛋白では透過バリアーがより

大きく寄与していることが明らかとなった。このことから一つの戦略が考えられる。すなわ

ち、ペプチドの吸収促進には、酵素阻害剤等による分解抑制、化学修飾による酵素耐性な誘

導体の開発、粘膜透過速度の促進による代謝酵素との接触時間の短縮化が有効な手法である

と考えられる。事実、最後の製剤学的な手法が有効であることは第1章で示された。逆に蛋白

系薬物では安全で有効な透過促進剤を利用する方法が効果的であると思われる。そこで、ペ

プチド・蛋白両者の経肺吸収促進に関して、基礎的・応用的な研究を進めた。

　　まず、第4章での研究により、有効な吸収促進剤であるオレイン酸の作用機序を調べた。
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その結果、オレイン酸は、細胞内Ca2＋制御に働きかけ、　tight　junctionをゆるめ、細胞間隙の

薬物透過量を増大させるものと推察された。透過促進剤の機序を解明することで、優れた促

進剤を積極的に開発する新たなアプローチを開いてくれると考えられる。

　　最終章では、第1章から第4章において得られた結果をもとに、臨床で投与される剤形

を考慮し、ドライパウダー処方を用いたin　vivo実験を実施した。吸収促進剤をドライパウダ

ー中に配合することで溶液よりも顕著な吸収促進効果が得られることを実証した。これは、

効果と安全性の点から臨床応用が十分期待できることを示唆する優れた成果であると考えて

いる。

　　以上、著者はペプチド・蛋白の経肺吸収は、非侵襲性の投与経路として、臨床への応用

に値するポテンシャルを持つことを明らかにした。また、吸収部位である肺胞上皮の代謝バ

リアーと透過バリアーは製剤学的な工夫により克服しうることを呈示した。今後、さらなる

基礎的な検討を加え、臨床での剤形により近い、安全で有効な製剤を創製するべく、研究を

発展させたいと考えている。本研究を通し、ペプチド・蛋白の経肺吸収というホットな研究

領域において、いくらかでも貢献できれば幸いである。
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