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Thymidineの 鼻粘膜透過 に関 す る研 究

矢島敏行 ・長谷川哲也 ・從二和彦*1),実 吉峯郎*2),川 口健夫*1)

Nasal transport of thymidine in rats

Nasal transport of thymidine (Thd) was inves

tigated using in vivo nasal absorption technique in 

rats. Radio active thymidine was administered and 

Thd concentrations in the cerebrospinal fluid (CSF) 

and plasma was determined by liquid scintillation 

counter.

Thd concentrations in the fractionated CSF 

which located close to the nasal cavity following 

intranasal(i.n.) administration were higher than 

that following intravenous(i.v.) administration, 

thus these observation suggests Thd, like other 

compounds, transported from nasal cavity to CSF 

directly following i.n. administration.

The fractionated CSF concentration and the area 

under plasma concentration-time curve (AUC) 

following i.n. administration of Thd at 1.338•`

267.6 mM were determined. The relationships 

between both the fractionated CSF concentration 

and AUC, and dose of Thd seemed dose-indepen

dent, though saturation in the transport of Thd 

from nasal membrane to CSF and systemic circula

tion was observed.

The CSF concentrations and AUC following i.n. 

administration of Thd at a dose of 13.38 mM with 

2'-deoxyuridine(dUrd, 25, 50 and 100 mM) or 2'-

deoxyinosine (dlno, 50 mM) were also determined. 

Decrease in the concentration of CSF and AUC was 

observed, and the inhibitory effect of dUrd was 

dose-dependent. In the case of coadministration of 

Thd and dlno, dino also showed an inhibitory effect 

for Thd transport, while the effect was less signifi

cant than that of dUrd.

These results suggests that the possibility of the 

presence of Thd sensitive transport systems on 

nasal membrane in rats, and the systems, if exist, 

may be useful for the delivery of nucleoside ana

logues for central nervous system and systemic 

circulation via nasal membrane.
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鼻腔 と脳 は解剖学的に隣接 し,鼻 腔 と脳 の周囲

を満た している脳脊髄液(CSF)と の直接的なっ

ながりが 以前 より報告されており1～3),経鼻投与 に

よって薬物 を中枢神経系(CNS)へ 直接,送 達でき

る可能性がある4～6).

筆 者 らは この事 実に着目 し,HIV患 者 の多 くに

発症 す るCNSの 障 害,す なわ ちAIDS痴 呆 症候

群(AIDS dementia complex,ADC)7,8)を 対 象 と

して,HIV逆 転 写酵素 阻害剤 であ る3'-azido-3'-

deoxythymidine(AZT)9)お よび2',3'-didehydro-

3'-deoxythymidine(D4T)10,11)の 鼻 腔 内 投与 に つ

い て検討 して きた.

これ らの薬物 をラット鼻腔 内に投与 した とこ

ろ,薬 物が 全身循環系 を経 由せず に直接CSF中

に輸送され,鼻 腔内投与が抗HIV薬 のCNSへ の

直接的な送達法 となる可能性を示 した9,10).また,

本投与経路は全身循環系への送達にもすぐれ,さ

らに投与 も簡便であることから11),ADCの 進行 し

た患者にも有用であるか もしれない.

一方
,坂 根 らは,算 腔内に投与されたスルフォ

ンア ミド類が直接CSFへ 輸 送され,そ の移行性

が薬物の分配係数に相関 し,さ らにpH分 配仮説

にも従っていたことから,ス ルフォンア ミド類の

CSFへ の直接的な輸送 は受動拡散によって行わ

れていることを示唆 している12).

そこで,本 研究では他の抗HIV活 性 を示すヌ

クレオシ ド誘導体の鼻腔内投与への応用 を視野に



入れ,ヌ クレオシドの鼻粘膜透過 に影響 を及ぼす

要因に関 して詳細な情報を得るために,天 然型の

ピリミジンヌクレオシドであるthymidine(Thd)

を用 いて以下の検討を行 った.

方 法

(1)　 試 薬

[Methy1-3H] thymidine(37MBq/ml)は ア マ

シャム㈱ よ り購 入 した もの を,非 放射 性 のthy-

midineは 和 光 純薬 工業㈱ よ り購入 した もの を用

いた.デ オ キシウ リジン(2'-deoxyuridine,dUrd)

は ヤ マ サ 醤 油 ㈱,デ オ キ シ イ ノ シ ン(2'-deoxy-

inosine,dIno)は 生 化学工 業㈱ よ り購入 した もの

を用 いた(図1).そ の 他 の試薬 はすべ て市 販特 級

品 を用いた.

(2)　 鼻腔内投与実験

ウイスター系雄性 ラット(体重230～290g,東

京実験動物㈱)を25%ジ エチルカルバ メー トにて

図1　 2'-デ オキシヌクレオシド類の化学構造

図2　 脳脊髄液の採取法およびその分割法



麻酔 し,Hussainら のin vivo鼻 粘膜吸収実験

法13)に従い手術 を施 し,大 腿動脈に採血用のポ リ

エチ レンチューブ(SP10,㈱ 夏目製作所)を 挿管し

た.

放射性 のThdに 非放射性 のThdを 適 当量加

え,総Thd濃 度がL.338～257.6mMに なるよう

に調製 したpH7.4等 張 リン酸緩衝液 をラ ット体

重30Ogあ た り100μ1で マイ クロピペ ットを用

いて鼻孔より鼻腔内に投与 し,鼻 孔 を瞬間接着剤

(アロンアルファ,東 亜合成㈱)で 塞いだ.こ の際,

投与液はすべて溶液状態であった.

投与後5,10,15分 にヘパ リン処理 したサ ンプ

リングチューブに採血 し,7,000×gで 遠心後血漿

50μ1を とり,-40℃ で保存 した.ま た,投 与後15

分 にCSFを 後述する方法で採取 した.

(3)　 阻害実験

上述の鼻腔内投与実験 と同様の方法で行 った.

投与溶液はThd13.38mMに 阻害剤 としてdUrd

を25,50,100mM,あ るいはdInoを50mM加 え

たpH7.4等 張 リン酸緩衝液 を用いた.

(4)　 CSF採 取法

図2にCSF採 取法を示した.CSFはChou&

Levyに よる報告14)を参考にし,大槽穿刺法 によっ

て採取 した.

あらかじめ切断した25Gの 注射針を,1.5mの

ポリエチレンチューブ(SP31,㈱ 夏日製作所)の 両

端 に接続 し,さ らに注射筒(テ ルモ㈱)を 接続 した

器具を作成 した.

針先 をラ ッ ト後頭 部 よ り大槽 に穿刺 し,注 射筒

を引 くこ とでCSFを 採 取 し,血 液 が混 入 して き

た時点 で採取 を中止 した.ポ リエ チ レンチ ューブ

中 に得 られ たCSFは,150μl以 上採 取 で きた と

きのみサ ンプル として採用 し,血 液が混 入す る直

前 よ り50μ1を フラク ションF(fr.F),つ ぎの50

μ1をfr.M,は じめ に採取 され てきた50μ1をfr.

Rと した.各 サ ンプル は-40℃ で保 存 した .

ラッ トの鼻腔 と脳,さ らにCSF採 取部位の解

剖学的な位置関係から,最 初 に採取 されるフラク

ションであ るfr.Rに はCSF分 泌部位で ある脈絡

叢付近 のCSFが,逆 に最後 に採取 されるフラク

ションであるfr,Fに はCSF採 取部位か ら遠い位

置にあたる鼻腔上部のCSFが 含 まれていると思

われる.

(5)　 薬 物 の定量

各試料 中の放射活性 は,メ タノール で除 蛋 白後,

上清 をHPLCで 代 謝物 と分離 し,液体 シンチレー

ター(NEN AQUASOL-2,第 一 化 学薬品㈱)に 溶

解 して,液 体 シンチ レー シ ョン カ ウ ンター(LSC

5100,ア ロ カ㈱)に て測 定 した.

HPLCシ ス テム は,ポ ンプ(LC10AD,島 津 製

作 所㈱),検 出器(SPD10A,島 津 製 作所㈱):検 出

波 長265nm,フ ラ クシ ョンコレクター(FRC10A,

島 津 製作所㈱),カ ラム(Lichrospher lOO RP18e,

250×4mm,関 東 化 学㈱),移 動相 に は水:メ タ

ノール:酢 酸=95:5:0.2を 用 い た.

図3　 Thymidineを ラ ッ ト鼻 腔 内 に 投 与 し た

と きの 投 与 溶 液 濃 度 と(a)15分 の脳 脊

髄液fr.F中thymidine度 また は(b)

15分 まで の血漿 中thymidine濃 度-時 間

曲線下 面積(AUC0-5)と の 関係

平均 ±S.D.n=5



結 果

Thdを 鼻腔内 に投与 した とき15分 におけ る

CSF中 濃度は,鼻 腔 にもっとも近接 す るフラク

ションであるfr.Fの 濃度が他の フラクションに

くらべて有意 に高い値 を示 したが,静 脈内投与後

15分 においては,こ のような現象は観察 されず,

各 フラクション問での差 はほ とん ど認め られな

かった.こ の鼻腔内投与時にfr.F中 濃度が他の

フラクションにくらべて高 くなるという現象は,

Thdの 誘導体 であるAZT,D4Tを 投与 したとき

において も観察 されて9,10),Thdも 他 の誘導

体 と同様にCSFに 直接輸送 されていることが明

らか となった.

Thdは 内因性の物質で,哺 乳類動物のさまざま

な原形質膜 にThdに 感受性 のある能動的な輸送

担体が存在することが報告 されてお り15～20),この

輸送担体が鼻粘膜上 にも存在 し,鼻 粘膜透過性 に

影響を及ぼ している可能性 も考えられる.そ こで,

その担体の存在の可能性を調べるため,Thdの 投

与溶液の濃度 を1,338～267.5mMの 範囲で変化

させ,そ の影響を調べた.

Thdを 鼻腔内に投与後15分 のfr.F濃 度 を投

与溶液濃度に対 してプロットした ところ,投 与溶

液の濃度上 昇に伴い,fr.F濃 度が頭打ちになる現

象が観察 された(図3a).ま た,図3bに 示したよう

に,鼻 腔内か ら全身循環系への移行性の指標 とな

る投与後15分 までの血漿Thd濃 度-時 間曲線下

面積(AUC0-15)に 関 しても同様 に頭打 ち現象が観

察 され,鼻 粘膜にThdに 感受性を示す飽和性の輸

送担体が存在 していることが示唆された.

つ ぎに,こ の飽和性 の輸送 系 に関 して さ らに詳

細 な情報 を得 るため に,阻 害剤 としてThdと 同 じ

ピ リ ミジ ンデオ キ シ ヌ ク レ オ シ ド と してdUrd

を,プ リンデオ キ シヌク レオ シ ドと してdUInoを

選 択 し,併 用 を行 った(図4).

図4aにThd 13.38mMにdUrd25～1000nM,

またはdIno 50mMを 併用 して鼻腔内に投与 した

ときの15分 におけるThdのfr.F中 濃度を示す.

dUrd 1OOmM存 在下ではfr.F中Thd濃 度が有

意 に低下 し,鼻 腔内か らCSFへ の直接的な輸送

の阻害効果が観察された.さ らに50,25mMに お

いて も阻害効果が みられ,そ の効果はdUrdの 濃

度 に依存的であった.一 方、dIno 50mM存 在下に

おい て も阻害効果 が認 め られ たが,同 濃 度 の

dUrdよ りも効果 は低かった.ま た,全 身循環への

移行性 に関 して も,AUC0-15を 指標 とすると同様

の関係がみられ(図4b),こ れ らの結果か ら,鼻 粘

膜 に飽和性を示す輸送担体が存在 していることが

さらに支持された.

考 察

鼻腔内に投与された薬物が,全 身循環系から血

液-脳関門あるいは血液-脳脊髄液関門を介するこ

図4　 Thymidined(13.38mM)に2'-deoxy-

uridine(dUrd)あ るいは2'-deoxy-

inosine(dIno)を 併 用 し鼻 腔 内 に 投与

した ときの(a)15分 の脳 脊 髄 液fr.F

中thymidine濃 度,ま たは(b)15分

ま で の血漿 中thymidine濃度-時 間

曲線 下 面積(AUC0-15)

平均 ±Sd,n=5,thymidine単 独 投 与 に 対 す

る有 意 差 を示 す.**p<O.O1,*:p<O.05
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本研究において,Thdに 感受性のある飽和性の

特殊輸送系が鼻粘膜上に存在 していることが示唆

され,プ リンおよびピ リミジンデオキシヌクレオ

シドによって阻害 を受けることが明らか となった
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CSFへ 薬物 を送達できるだけでな く全身循環系へ

も効率よく移行 させることができるか もしれない.
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