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Evaluation of insulin permeation across the rabbit 
nasal mucosa using the Ussing chamber system

 Permeation of insulin across the nasal mucosa, a 
desirable absorption site for peptide and protein 
drugs to avoid their first-pass effect and gastro
intestinal degradation, excised from rabbits and the 
effect of bile salts as permeation enhancers on it 
were evaluted by using Ussing chamber system.

 Insulin was degraded in this system, and the 
degradation in the mucosal side was slightly sooner 
than that in the serosal side. Every bile salt (O.5%)

 used in this study reduced transmucosal electrical 
resistance (Rm) and enhanced insulin permeation.

 The degradation of insulin in the mucosal side was 
inhibited by addition of a bile salt, sodium taurodi
hydrofusidate. These results suggest that the Uss
ing chamber system becomes a useful tool to evalu
ate the enzymatic barrir function of nasal mucosa.
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鼻粘膜はペプチ ド性および蛋自質性薬物の投与

部位 として注目を集め,こ れ までさまざまな角度

から薬物の吸収性に関する研究がなされている.

しか しながらこれ までの報告は, in vivo1～3)およ

び in situ4～6)実験系を用いて行われた ものが ほと

んどであり,吸 収のメカニズムや吸収促進剤の粘

膜に与える影響等を基礎的かつ広汎に検討す るた

めには,よ り簡便で再現性のある in vitro実 験

系7,8)が必要とされてきた.筆 者 らはこれまでに家

兎よ り摘出 した鼻粘膜 を Ussing chamber(図1)

に装着 し,粘 膜のバイアビリティを保ちなが らモ

デル薬物の透過性や種々の透過促進剤の粘膜に与

える影響について検討を行い,本 実験系の有用性

を報告 してきた9,10).

今回は,モ デル薬物 としてヒトインスリンを用

いて鼻粘膜透過性 を評価 し,さ らにその透過性 に

及ぼす透過促進剤の影響について検討を行 った.

材料 と方法

(1) 鼻粘膜の摘出

鼻粘膜は雄性家兎(日 本白色種, 体重2～3kg)

の鼻中隔から剥離 してUssing chamberの 中央に

挟んだ.セ ルの両側にはグルコース(11mM)を 含

んだ リンゲル液(GRS)を 充た し,酸 素(95% O2/

5% CO2)を 供給 した.鼻 粘膜のバイア ビリティ

は,経 時的に膜電位 と短絡電流を測定することに

より チェック11)し,両 値 より膜抵抗(Rm)を 算 出

した.



(2) インス リンの透過性評価

r-ヒ トインス リン(和 光純薬)をGRSで 各濃

度(29,58お よび400μg/ml)に 希釈 し,粘 膜側に

注入 した.そ の後経時的に漿膜側からサンプリン

グを行い,透 過量を測定 した.ま た透過促進剤と

して胆 汁酸 塩 [Sodium glycocholate (GC),
Sodium taurocholate(TC), Sodium deoxy- 

cholate (DC), Sodium taurodihydrofusidate

(STDHF)]を 用 い,イ ンス リン透過 に与 える影響

を検討 した.な おSTDHFはLeo Pharmaceuti-

cals社(デ ンマー ク)よ り供 与 された.イ ンス リン

の定量 は,Glazyme-INSULINEIATEST(和 光

純薬)に より行った.

(3) インス リンの分解性評価

各濃度のインス リン溶液 を粘膜側,漿 膜側に同

時に注入 して,経 時的にインス リン濃度 を測定 し

た

結果と考察

(1) インス リンの分解性 と透過 性の評価

ペプチ ド性薬物 を粘膜に適用する場合,適 用部

位での酵素 による分解が問題 となる.図2に 粘膜

側,漿 膜側のインスリン濃度の経時的変化を示す

(両側インスリン濃度:29μg/m1).イ ンスリンは

粘膜側,漿 膜側で徐々に分解され,粘 膜側では2

時間後には初期濃度の約5⑪%に なった.な お,粘

膜側での分解 は漿膜側 より速やかであった.図3

に粘膜側インスリン濃度 と分解性の関係を示す.

高濃度(400μg/ml)の 場合には,2時 間後におい

て も濃度の低下は観察されず,分 解の飽和が示唆

された.ま た,図4に は各濃度のインスリン溶液

を適用 した時の透過プロファイルを示す.イ ンス

リン濃度が29お よび58μg/m1に おいてはその透

過は定常状態 には達せず,400μg/m1に おいて定

常状態が得 られた.こ れは粘膜側濃度の低下 に起

因するものと考えられた.以 上の結果か ら摘出鼻

粘膜の酵素的バ リアの評価における本実験系の有

用性が示唆 された.な お以後の透過実験には400

μg/mlの インス リン溶液 を用いた.

図2 Degradation of  insulin in 

mucosal and serosal sides

The data are expressed as mean•} 

SE(n=3•`5).

図3 Effect of initial concentration of  insu-

lin on its degradation in mucosal side

The data are expessed as mean•}SE(n = 3 

—•`5) .

図4  Permeation profile of insulin across the 

rabbit nasal mucosa

The data are expressed as mean•}SE (n = 3•`5) .



(2) インス リンの透過性および膜抵抗(Rm)

に与える胆汁酸塩の影響

図5に インス リン透過 とRmの 経時的変化に

対する4種 胆汁酸塩の影響 を示す.図 中の矢印は,

インス リン溶液から0.5%胆 汁酸塩含有インスリ

ン溶液に交換 した時 を示す.各 胆汁酸塩を添加 し

た瞬間にRmは 顕著に低下 し,か つインスリンの

透過速度が増加 した.GCお よびTCを 適用 した

場合ではRmは 急激に低下するものの,そ の後は

ほぼ一定 に保たれた.こ れ に対 し,DCお よび

図5 Effect of bile salts on insulin permeation and Rm profile

The data are expressed as mean•}SE(n=3•`5). 

•« : Replacement of the insulin solution to the insulin solution containing bile salts(0.5%)

図6 Effect of STDIIF  concentration on insulin permeation and Rm profile

The data are expressed as mean•}SE(n=3•`5). 

•« : Replacement of the insulin solution to the insutin solution containing bile salt(0 ,1•`0,5%)



STDHFを 適 用 した ときはRmは 急 激 に低 下 した

後 に徐々 に低下 した.こ れ らは,す でに報告 した

FITC-Dextran(分 子 量9400, FD 10)使 用 時の挙

動 とはほ ぼ一致 す る ものであ った9).し か し,DC

お よびSTDHF適 用 後 のFDlOの 透 過 はGCお

よびTCを 用いた時より顕著に促進された.こ れ

に対 し,イ ンスリンの透過促進は4種 の胆汁酸塩

の間で顕著な差 は観察されなかった.

FD10は 酵素 によって分解 されない物質である

と考 えられ,こ のため透過 に対するバ リア能 は鼻

粘膜 の構造変化 に大 き く依存す るもの と思われ

る.し たがって,粘 膜 に対 して構造的ダメージを

与 える dihydroxy 体 の 胆汁酸12～14)で あ る DC

やSTDHFはFD10の 透 過 をよ り顕著 に促 進 し

た もの と考 え られ る.一 方,イ ンス リンの透 過 に

対 しては構造的バ リア能 に加 え,酵 素 的バ リア能

もはたらいていると考 えられるため,Rmの 挙動

と透過の促進の関係がFD10の 場合 と異なった

もの と考察された.

図6お よび図7にSTDHFの 適用濃度 の影響

および前処理時間の影響について示す.図6よ り

明らかに,RmはSTDHFの 適用濃度に依存して

大きく減少した.ま た0.5%のSTDHFで10分

間前処理 を行った場合,Rm値 は この促進剤の

wash out後 に徐々に元のレベルにまで回復 した

(図7).さ らにこの時膜電位および短絡電流につ

いて も回復が観察 され、粘膜のバ リア能が可逆的

に回復 しているものと考えられた.一 方,処 理時

間を30分 としたときにはRmはwash outの 後

も回復せず,粘 膜に対 して不可逆的な変化を与え

たことが示唆された.な お,こ の前処理実験にお

いてインス リンの顕著な透過促進 はみられなかっ

図7 Effect of pretreatment time with 

 STDHF(0.5%)on insulin permeation 
and Rio profile

The data are expressed as mean•}SE(n=3 

—•`5) .

図8 Effect of  STDHF on 

the stability of insulin 

in mucosal side

The data are expressed as 

rnean•}SE (n= 3•`5). 

Initial concentration of insu-

lin was 29ƒÊg/ml.

表1 Effect of bile salts on the  apparent solubility 
of insulin

* Apparent solubility of insulin after incubation 

 without bile salt at 37•Ž for 1 hour (mean•}SE 

 n=3•`5)
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た.

(3) インスリンの分解性および溶解度に与え

る胆汁酸塩の影響

ラ ット鼻粘膜 のホモジネー トを用いた実験で胆

汁酸塩がインスリンの分解を抑制することが報告

されている15).本 実験 においても粘膜側でのイン

ス リンの分解が0.5%のSTDHFを 添加す るこ

とにより,抑 えられた(図8).ま た,イ ンス リン

の見かけの溶解度は4種 の胆汁酸塩の添加により

それぞれ上昇していることが示 され(表1),イ ン

ス リンの透過促進機構 として鼻粘膜への直接的な

作用のみならず,鼻 粘膜側での分解抑制,溶 解度

の上昇 という間接的作用 も働いてい ることが示唆

された.な お,今 回の実験ではインス リンの鼻粘

膜透過過程での分解に関 しては分離評価がなされ

ていないため,こ の点を考慮 した検討が今後必要

とされ る.

まとめ

今回の結果から鼻粘膜の in vitroに おける酵素

的バ リア能の評価の可能性が示され,本 実験系は

経鼻吸収製剤の開発 において鼻粘膜のバ リア能

(構造的,酵 素的)に 関する有用な情報を提供する

ものと考えられた.


