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Improvement of pharmacological  response after 

intranasal administration of peptide drugs by Poly-

L-arginine as a novel absorption enhancer in rats

Pharmacological responses of a-human atrial 

natriuretic peptide(ƒ¿-hANP) and salmon cal

citonin (s-CT) were estimated following intranasal 

(i. n.) administration with and without poly-L-ar

ginine(poly-L-Arg) in rats. Maximum urine flow 

rate after i. n. administration of a-hANP(100 ƒÊg/

kg) with poly-L-Arg was 2.5 times higher than that 

of a-hANP alone(control) or with bestatin, an 

enzymatic inhibitor. Surprisingly, the total urine 

volume(% volume against control) for the enhan

cer group was comparable or more than that after 

i. v. injection of ƒ¿-hANP (100 pg/kg). 

On the other hand, maximum decrease of plasma 

calcium level after i. n. administration of s-CT (10 

ID/kg) with poly-L-Arg was greater than that of s-

CT alone and the decreased calcium level continued 

until at least 6h. The total calcium decreasing until 

41h was about 23.5% and the same to that after 

i. v. injection of s-CT alone(13.4IU/kg), as reported 

previously. 

These results suggest that poly-L-Arg is very 

useful as a nasal absorption enhancer for improving 

pharmacological action of peptide drugs.
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鼻粘膜は,生 理活性ペ プチ ドや蛋白質医薬品の

デ リバ リーに有用 なルー トの一つ として注 目さ

れ,点 鼻製剤 として酢酸ナファレリン,酢 酸ブセ

レリンや酢酸デスモプレ シンな どが 日本 をはじ

め,諸外国 においてすでに臨床に使用されている.

しかし,注 射剤 に比較 してこれら点鼻製剤の生物

学的利用率は必ずしも高いとはいえず,よ り大 き

な分子量の医薬品を製剤化 していくためには,な

んらかの吸収の改善が必要である.

吸収速度の増大策 として,代 謝酵素阻害剤 を用

いた安定化 微粒子システムや粘性ゲルを用いた

鼻腔 内滞留性の増 強(mucocilliary clearanceか

らの同避)や 吸収促進剤による線速度の制御が考

えられる1～6)吸収促進剤のスクリーニングはいま

まで多 くの研究者により検討 されてきたが,吸 収

の大幅な増加がみられる反面粘膜障害が起 こり,

ほとんどの促進剤は安全性の点で課題 を有してい

て,実 用化に至 っていない状況にある7,8).

最近,カ チオン性の多糖類であるキ トサンが,

生理活性医薬品の鼻粘膜吸収性 を,粘 膜障害性 を

ほとんど示さず に著 しく改善することが報告 され

た9).筆者 らもまた,カ チオン性の物質をスクリー

ニングした結果 ,塩 基性のポ リア ミノ酸であるポ

リ-L-ア ルギニン(polY-L-Arg)が,モ デル水溶性

高分子物質,FITC-dextran(分 子量4,00,FD-4)

の鼻粘膜吸収性 を著しく改善 し,し かも膜障害性

もほとんどみ られないことを見出 した10).そ れゆ

え,こ のpply-L-Argは,膜 障害性を伴わずに高分

子量の生理活性医薬品の吸収性 を改善できる可能

性が期待された.

そこで,モ デル薬物としてヒ ト心房性ナ トリウ

ム利尿ペ プチ ド(α-hANP)お よびサーモ ンカル



シ トニ ン(s-CT)を 選 び,PolY-L-Argが これ らペ

プチ ド医薬 品の経鼻吸収 性 を改善 で きるか を,薬

理効 果 を指標 として調 べた.

材 料 と方 法

(1) 試 薬

a-hANPお よ びS-CTは サ ン トリー お よ び帝

国臓 器製薬 よ り供 与 された.グ リココー ル酸 ナ ト

リウム(GC),ベ ス タチ ン(BE)お よ びpoly-L-Arg

(分子 量,45.5kDa)は,シ グマ社(米 国)か ら購入

した.そ の他の試薬は,特 級のものを用いた.

(2) a-hANP静 脈内投与実験 および尿量の測定

雄 性 ウィス ター系 ラ ッ ト(体 重,270～300g)を

ウ レタン麻酔 し鼻腔 内投与 実験 と同様 の外科 的手

術 を施 した あ と11),尿 道 口の上 約3cmの 腹 部 を

正 中線 に沿 って切 開 し,膀 胱 を露 出 した,膀 胱 に

切 り込み を入れ,ポ リエ チ レンチ ュー ブ(PE-50,

Becton Dickinson & Co,.NJ,USA)を 挿 入 した.

切 り口を縫合 糸で結 んで固定 し膀胱 をも との位 置

に戻 して縫合 したあ と,尿 道 口 を接着剤 で塞 いだ.

次 に右 大腿静脈 を露 出 してポ リエチ レンチュ 一 ブ

(PE-50)を 挿 入 し,定 速 注入装置(テ ルフュ ージ ョ

ン(R)シ リンジポ ンプ,Model STC-525,テ ル モ)

を用 いて3.6ml/hrの 速 度で20分 間,次 いで12

ml/hrで60分 間 リンゲル液を前負荷 した.こ の注

入速度を維持 した状態で20分 間隔の尿量 をマイ

クロチューブに3回 採集 し,重 量を測定 し尿量が

安定 していることを確認 した.こ の3回 の尿量 を

それぞれ測定時間間隔で除 した値の平均値をコン

トロール尿排泄速度 とした.種 々濃度のα-hANP

を含有する5%マ ンニ トール溶液,0.5ml/kgを

左大腿静脈より投与 した.適 当な時間間隔ごとに

マイクロチューブに採集 し重量を測定 した.利 尿

効果によって排泄 された水分 を補給するため,次

のサンプル期間に採集された尿量 と同容量のリン

ゲル液を注入 した12,13)

 •}

1 Dose response curve after i. v. or i. n. administration of ƒ¿-hANP in rats 

(a):Dose vs max flow rate (%), (‚‚):Dose vs total urine volume (%) 

•£:i.v.administration,•›:i.n.without enhancer,• :i.n.with bestatin,•œ:i.n.with 

poly-L-Arg

•}2 Urine flow rate-time curve after i.n.admin-

    istration of or hANP in rats 

•›•Fi.n.without enhancer,• :i.n. with bestatin,

•œ•Fi.n.with poly-L-Arg 

Each value represents the mean•}S.E. of at least 3 

experiments. Dotted line means the control level.



各時間間隔 ごとの尿排泄速度(%)お よびコン ト

ロール尿を差 し引いた全尿量(%)は,次 式により

算出した.

尿排泄速度(%)＝処理時の尿排出速度　　　　　　　コントロール尿排出速度×100(1)

全尿景(%)=Σ[(各 時間間隔毎の尿排泄速度－コ ン

トロール尿排泄速度)×各時間間隔]

(2)

(3)a-hANP鼻 腔内投与 実験および尿量 の

測定

雄性 ウィスター系 ラッ ト(体重,270～300g)を

ウレタン麻酔 したあと,Hiraiら の方法に準 じ外

科的手術を施 した11).簡単に,正 中線に沿って喉を

切開し気道を露出 したあと,切 り込みを入れ気管

にポリエ チレンチューブを挿入 した.次 に露出 し

た食道に先端を塞いであるシリコー ンチューブを

食道か ら鼻腔側へ挿入 した.さ らに,鼻 腔蓋管を

接着剤で塞いだ.次 に,静 脈内投与実験 と同様に

尿量 を測定するための手術を施 し,安 定 させた.

コン トロール尿 を採集 したあ と,α-hANP(100

μg/kg)を 含有 す る5%マ ンニ トール溶 液,α-

hANP(100μg/kg)含 有 の1%poly-L-Arg溶 液

また はα-hANP(100μg/kg)含 有 の0.1%ベ ス タ

チ ン溶液,60μ1/kgを,先 端 に シ リコー ンチュー

ブをつ ないだ ポ リエチ レ ンチ ュー ブを接続 したマ

イ ク ロシ リンジ を用い て鼻腔 内 に投与 した.静 脈

内投与 実験 と同様 に適 当な時 間間隔 ご とに尿量 を

測 定 した.

(4)　 s-CT鼻 腔内投与実験お よび血中Ca濃

度の測定

(3)と同様 にラットの食道,気 道を外科的に処置

したあと,S-CT(10IU/kg)を 含有する生理食塩

液 また はS-CT(10IU/kg)含 有 の1%poly-L-

Arg溶 液,60μl/kgを 鼻腔内に投与 した.経 時的

に頸静脈 より採血 し,血 中Ca濃 度 をカル シウム

C‐テス トワコー（和光純薬工業)を 用 いて定量 し

た.s-CT鼻 腔内投与後の血中Caレ ベルは,投 与

5分 前に測定 した血中Ca濃 度の百分率 として計

算した、s-CTの 薬理効果は,血 中Caレ ベルの総

減少量,△Dと して次式により算出 した14).

•¢ D(%)=AUCb•|AUCp•~100•@•@•@•@AUCb          (3)

こ こで,AUCbはs-CT投 与 前 の血 中Cavベ

ル(100%)を 投 与後6時 間 まで外挿 し,そ れ を コン

トロールレ ベ ル とした ときの,血 中Caレ ベ ル-

時 間 曲線 下面積,AUCpはS-CT鼻 腔 内投 与後 の

血中Caレ ベル-時 間 曲線 下面積で あ る.

結果 と考寮

(1)　α-hANP投 与後の利尿効果

図laお よびbにα-hANPを 静脈内または鼻

腔内に投与 した後の投与量 に対す る尿排泄速度お

よび全尿量 を,図2にα-hANPを 鼻腔内に投与

した ときの尿排泄速度 の時間推移 を示す.

α-hANP溶 液を静脈内に投与すると,尿排泄速

  

1 Hypocalcemic effects of sCT after i. n. 

     administration in rats

 121 3 Plasma calcium level-time curve after i. n. 

    administration of s-CT in rats 

^ : Control, ^ : i. n. without poly-L-Arg, • : 

i. n. with poly-L-Arg 

Each value represents the mean±S. R of at least 

3 experiments. Dotted line means the control 

level.



度,全 尿量ともに投与量に対 して典型的なシグモ

イ ド(S字)曲 線 とな り,10μg/kg以 上の投与量で

利尿効 果はほぼ一定 になる傾 向がみ られた(図

1).

α-hANP溶 液を鼻腔内に投与 した とき,徐々に

尿排泄速度が上昇 し,投 与後15分 に約180%の 最

大尿排泄速度が得 られたが,薬 効の消失は速やか

で40分 後 にはコン トロールレ ベルに戻った.一

方,酵 素阻害剤であるベスタチンを含有するα-

hANP溶 液を鼻腔内に投与すると,45分 後に最大

尿排泄速度に達 しその速度はコントロールと同程

度であったが,そ の後約2時 間 まで持続的な効果

が得 られた、これに対 して,1%poly-L-Arg含 有

のα-ANP溶 液 を鼻腔内に投与すると,投 与後

25分 に約400%の 最大尿排泄速度 となり,投 与後

120分 前後 までその尿排 泄増強効果 は持続 した

(図).

これ らの結果を静脈内投与時の薬理効果 と比較

した(図1).α-hANP溶 液(100μg/kg)を 鼻腔 内

に投与 した ときの最大尿排泄速度は,0.2μg/kg

を静脈内投与 した ときのそれよりも小さく,ま た

全尿量 も約1,2d⑪%と ほぼ同程度であ り,薬 理学

的なバイオアベ イラビ リティーは0.2%前 後 と思

われた.一 方,ベ スタチンを併用 してα-hANPを

投与すると,α-hANP単 独投与 と同様 に最大尿排

泄速度 は0.2μg/kgの 静脈内投与時 よりも小 さ

かったが,全 尿量は約7000%で あり薬理学的なバ

イオアベイラビ リティーは10%前 後 と思われた.

これは,ベ スタチンによりα-hANPが 鼻腔内お

よび鼻粘膜中での分解茄抑制された結果,intact

な状態で持続的に吸収されたためと考えられる.

しか し,こ の遅い尿排泄速度では対応すると考 え

られる十分 な降圧作用が維持 されない と思われ

た15).これに対 しpoly-L-Argを 併用すると,最 大

尿排 泄速度 は静脈 内投与時の2.0μg/Kg弱 で得

られ る速度に匹敵 し,100μg/kgを 静脈内投与 し

た ときにみられる急激で強い利尿効果が抑 えられ

た.し か も全尿量は100μg/Kgを 静脈内投与 した

ときの効果に等しいか,そ れ以上 となった.こ れ

は,静 脈内投与時にはこの投与量で過剰投与によ

る薬理効果の飽和がみられるのに対 し,経 鼻投与

で はpolY-L-Argの 併 用 によってα-hANPの 吸

収が静脈内投与 に比較 して有効 な速度で持続する

ことにより,体 内α-hANP量 と薬理効果の関係

が比較的パラレルになったため と推察 される.こ

れ らの結果よ り,poly-L-Argを 併用することで,

α-hANPの 鼻粘膜か らの吸収が促進 され,か つ有

効 的な薬理効果が得られる吸収速度が持続するこ

とが明らか となった.

(2)s-CT鼻 腔 内投与後 の血中Ca濃 度推移

図3お よび表1にs-CT溶 液を鼻腔内に投与 し

た ときの血中Ca濃 度の時間推移,お よび得 られ

た薬力学的パ ラメータを示す.ｓ-CT溶 液 を鼻腔

内に投与する と,血 中Ca濃 度 は生理食塩水のみ

を投与 した ときにくらべ有意 に低下 し,投 与後90

分に最大Ca濃 度低下効果(Dmax)が 観察 され コ

ン トロールレベルより25%減 少 した.し か し薬理

効果は持続せず消失は速やかで投与240分 後には

ほぼコントロールレベルに戻 った.こ の結果は,

Morimatoら16)やSchipperら14)の 結 果 と類似 し

ていた.一 方,po1y-L-Argを 併用すると薬理効果

の発現 はS-CTの み を投与 した ときよ り早 く,血

中Ca濃 度 は投与 後180分 まで減少 を続 け,最 大

30%強(Dmax)のCa濃 度 の 低下が み られ た.ま

た薬理効 果の消 失 も穏 やかであ り,少 な くとも投

与6時 間 まで効果 が持 続 してい た.こ れ らの結果

よ り計 算 され たS-CT溶 液 お よびpoly-L-Arg含

有s-CT溶 液 の △Dは そ れ ぞ れ8.5お よ び

23.9%で あ り,PolY-L-Argの 併 用 で △Dは 約3

倍 に増加 した.

Hansonら17)はs-CTの 鼻腔内投与後の吸収改

善 に促進剤 として数種の界面活性剤 または胆汁酸

塩 を併用 した結果,s-CT(10IU/kg,生 理食塩液〉

鼻腔内投与後の血中Ca濃 度は1時 間で最大17%

減少 し,こ の溶液にこれ ら促進剤を併用すること

で投与1時 間後にDmaxが25～30%に なった こ

とを報告 している.筆 者 らが用 いたpoly-L-Arg

は,効 果の発現が上述 した促進剤よりも遅いもの

の,持 続性を有するすぐ れた効果を示 した.Schip-

perら14)の 報 告 で は,S-CTの3.35お よび13.4

IU/kgの 静脈 内投与で投与4時 間 までの △Dは

約25%で あ り,こ の投与量範囲で薬理動果の飽和
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が観察されている.本 研究で用いた投与量10IU/

kgで の鼻腔内投与で得 られた △D(23.9%,O～4

時間では23.5%)と 比較すると,poly-L-Argの 併

用で静脈内投与に匹敵する薬理効果が得 られるこ

とが示唆 された.

結 語

これ まで高分子量の生理活性医薬品の経鼻吸収

性の改善のために,多 くの研究者らによりさまざ

まな吸収促進剤候補物質が試験 されてきた.し か

し,そ れらの物質のほとんどは著しい吸収の改善

がなされる反面,粘 膜障害性 を有し実用化 に至っ

ていない.今 回促進剤 としてpoly-L-Argを 用い

α-hANPお よびs-CTを 経鼻投与 した結果,ど ち

らの薬理効果も静脈内投与に匹敵するか,そ れ以

上であった.先 の筆者らの報告から,こ の薬理効

果の改善 は粘膜障害性 を伴わずになされた もので

あ り,さ まざまな生理活性物質の経鼻送達システ

ムの開発を促進するもの と期待される.


