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総論の部 

 

緒言 

 

てんかん重積状態 (status epilepticus, SE) とは、5分以上の連続する臨床的、電気生

理学的な発作活動、または発作間で回復のない頻発的な発作活動である 1-4)。SE 発作

の長期化は、死亡率の上昇および臨床転帰の悪化に関係するため、速やかな痙攣抑制

が望まれる 5-9)。医療機関における SEの 1次治療は、ジアゼパム (diazepam, DZP) 注

射液の静脈内 (i.v.) 投与が行われる 10)。また、家庭環境で発生する SEに対しては、 

i.v. 投与に比べると痙攣抑制効果が低い DZP 坐剤による直腸内 (i.r.) 投与が用いられ

ている 10, 11)。一方、i.v. 投与および i.r. 投与の代替方法として、口腔粘膜、経肺、お

よび鼻腔内 (i.n.) 投与などが挙げられる。しかし、SE時は、顎のくいしばりや唾液分

泌過多、呼吸苦や呼吸の停止により、口腔粘膜投与や経肺投与は困難な場合がある 12)。

そこで、医療従事者のいない環境でも患者自身やその家族によって容易に投与可能で、

速やかな効果発現を期待できる i.n. 投与に着目した。 

SEを速やかに抑制するためには、発作焦点と考えられる脳実質に DZP を移行させ

る必要がある。一般に、i.n. 投与された薬物の脳実質への移行は、鼻腔から全身循環

系を経て、その後、血液脳関門 (blood-brain barrier, BBB) を通過する経路が考えられ

る。近年、その移行経路に加えて、Fig. 1 に示すように鼻腔から脳実質へ直接的な薬

物移行 (nose-to-brain, NTB) 経路の存在が報告された 13-15)。ヒト鼻腔には、嗅覚部お

よび呼吸部がそれぞれ約 10％と約90％を占め、嗅覚部には中枢に向かって嗅神経が、

呼吸部には三叉神経が伸びている (Fig. 1 Ⅰ and Ⅱ) 16)。i.n. 投与された薬物の脳実質へ

の移行経路は、嗅神経を経て嗅球に到達し前脳付近から脳実質へ移行する嗅神経経路

と、三叉神経を介して後脳付近から脳実質へ移行する三叉神経経路の存在が報告され

ている (Fig. 1 Ⅰ and Ⅱ) 17, 18)。さらに、これらの嗅神経や三叉神経の神経周囲腔は、脳
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脊髄液 (CSF) に満たされているため、CSF を介した脳実質への移行経路 (CSF 経路) 

の存在も明らかにされている (Fig. 1 Ⅲ) 19)。しかし、DZP における鼻腔から脳への移

行過程および脳内分布特性については明らかになっていない。 

SEの早期抑制を目的とした DZPの i.n. 投与は上述したように投与が簡便であるこ

とに加えて、良好なバイオアベイラビリティを期待することができる。Megan らは i.n. 

投与された薬物のバイオアベイラビリティを最適化するために、医療従事者は以下の 

(1)～(4) を考慮する必要があると報告した 20 ~ 23)。  

(1) 薬剤を限られた鼻腔容積に適用するためには、濃縮した薬剤を用いて、投与量 

を最小量にする必要がある 21)。 

(2) 薬剤をより大きな鼻粘膜表面積に分散させるためには、経鼻型 sprayデバイス 

を使用する必要がある 22) 。 

(3) 薬剤を鼻腔から効率的に高い吸収性を得るためには、1回の投与量を両方の鼻 

孔から投与する必要がある 23)。 

(4) 薬剤を適切な鼻粘膜から吸収させるためには、鼻腔内の血液や粘液などの異物 

を取り除く必要がある 20)。 

これらは i.n. 投与後の全身循環系への移行性増大に主眼を置いた提案であるが、

NTB 経路を利用した脳移行性の向上にも影響を及ぼす考え方である。そこで、本研究

は (1) と (2) に着目して、経鼻投与型 DZP 製剤の開発とその製剤の鼻腔への投与方

法について検討することとした。 

(1) i.n. 投与した薬液を鼻腔外および消化管へ漏出することなく、限られた鼻粘膜吸

収領域に適用するためには薬液量を適切にコントロールすることが重要である。そこ

で、DZP を濃縮させた製剤設計としてマイクロエマルション (Microemulsion, ME) 化

に着目した。ME は油、水および界面活性剤を混合した分散液で、ミセルの直径が約

1～100 nm であり、熱力学的に安定であると定義される 24)。DZP 含有 ME製剤に関す

る報告はいくつかあるが、製剤の安定性や生体への安全性、製剤適用後の体内動態や

薬理効果などについて総合的に検討した報告はない 25-29)。 
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(2) 臨床における薬剤の i.n. 投与では、主に drop 式および spray 式による方法が用

いられる。drop式は注射器やスポイトを用いて薬剤を数滴ずつ鼻腔に流し込むことで

薬剤を注入する方法であり、spray 式は粘膜噴霧装置や単位用量ポンプを用いて鼻腔

内に薬剤を一定量噴霧する方法である 20,23,30-32)。spray投与は、患者がどのような態勢

でも投与できるため、臨床で最もよく用いられる方法である。しかし、基礎研究レベ

ルでは、汎用性の高いラットを用いて i.n. 投与後の薬物動態および薬理効果を評価す

ることが多い。このときの i.n. 投与は、マイクロシリンジに取り付けたポリエチレン

チューブを介してまたはマイクロピペッターに装着したチップを介して鼻孔内に適

用している 33, 34)。これらの適用方法は臨床における drop 投与に相当し、一般的に臨

床で用いられる spray 式に着目した詳細な研究報告はほとんどない。 

これらのことから本研究では、SEの早期抑制を目的とした DZP の i.n. 投与の有用

性を明らかにし、速やかな痙攣抑制を可能にしている鼻腔から脳への移行過程および

脳内分布特性を明らかにすることとした。また、経鼻投与型 DZP 含有 ME 製剤を調

製し、製剤学的、薬物動態学的、薬理学的評価から総合的に有用性を検討することと

した。さらに、ME 製剤の鼻腔内へ spray 投与による有用性を明らかにすることとし

た。 

第 1編では、DZP 注射液を i.n. 投与したときの体内動態および痙攣抑制効果を評価

し、i.v. および i.r. 投与したときの結果と比較することで、その有用性を明らかにし

た。また、i.n. 投与したときの DZP の脳実質への移行に対する NTB の関与について、

痙攣抑制潜時時間と痙攣抑制直後の血漿中濃度との関係から明らかにし、脂溶性蛍光

物質 Rhodamine B baseを用いた ex vivo イメージング解析により i.n. 投与後の DZP脳

移行特性を考察した。第 2 編では、経鼻投与型 DZP 含有 ME 製剤を調製し、製剤学

的安定性および鼻粘膜に対する安全性を明らかにした。また、DZP 含有 ME製剤を i.n. 

投与したときの体内動態および痙攣抑制効果を第 1 編の結果と比較することで、ME

化の有用性を明らかにした。第 3 編では、ME 製剤を鼻腔内に spray 投与したときの

体内動態および痙攣抑制効果を評価し、drop 投与したときの結果と比較することで、
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spray 投与の有用性を明らかにした。また、DZP 濃度の異なる ME 製剤を調製し、用

量固定条件下で鼻腔内に sprayおよび drop投与したときの粘膜吸収領域と薬物動態パ

ラメータ、各種脳組織および CSF 中濃度および痙攣抑制効果との関係を比較し、より

よい投与条件について考察した。 

以下、得られた結果について論述する。 
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第 1編 

 

DZP 注射液の i.n. 投与による体内動態および痙攣抑制

効果 

 

医療機関では、SEに対する治療として、ベンゾジアゼピン (benzodiazepine, BZP) 系

製剤の i.v. 投与が行われ、速やかな痙攣抑制を可能にしている 35)。家庭環境で発生し

た SE に対しては、医療従事者による処置を必要とするが、緊急通報から現場に到着

するまでに米国では約 7.9分 36)、日本では約 8.9分 37) の時間を要し、医療機関に搬送

するまでにさらに時間を要する。また、SEの発症頻度は、小児や高齢者が多い、それ

は、心肺疾患を有する新生児で高く 38)、また、先進諸国では高齢化に伴い、特に 50歳

以上の人々で発症頻度が顕著に高くなっており 39-43)、小児や高齢者は血管が細いこと

から静脈を確保することが難しく 44, 45)、速やかな i.v. 投与が困難なケースもある。 

DZP の i.r. 投与に関する臨床研究によると、i.r. 投与は i.v. 投与に比べて緩やかに

血中濃度が上昇するため副作用が起きにくく、安全であると報告されている 46, 47)。し

かし、痙攣を抑制するまでに 10 分程度かかることから即効性を期待することができ

ない 47)。また、公共の場における i.r. 投与は多くの介護者や患者が好ましくないと感

じており、i.r. 投与に対する認識に関する調査では、51.9% が i.r. 投与を受けること

に恥ずかしさを感じると報告している 48, 49)。 

近年、医療機関および家庭環境において、簡便に投与できる i.n. 投与が注目されて

いる。一般に、i.n. 投与された薬物の脳実質への移行は、鼻腔から全身循環を経て、

BBB を通過することで脳実質へ移行する経路に加えて、NTB 経路 17-19) の寄与も考え

られる。そのため、i.n. 投与は、口腔粘膜、経肺および i.r. 投与よりも薬物の速やか

な脳実質への移行が期待できる。 
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薬物の分配係数 (log P) 値は、脂質への溶解度と薬物が生物学的障壁を越えて透過

する速度を決定する 50)。SE 治療に用いられる DZP の log P は 2.8 で親油性が高いた

め、血液中から脳実質への BBB を介した高い脳移行性が期待される 51)。実際に、DZP

は、同じ BZP 系抗てんかん薬のロラゼパムやミダゾラムよりも脳移行性が高く、ヒト

では i.v. 投与後約 30秒で効果発現する 52-54)。このことは、DZPが全身循環系から BBB

を介して脳実質へ速やかに分布することを示している。一方、Stuart らは、Wistar ラ

ットを用いて抗うつ作用を有する GW468816 (log P: 3.8) の i.n. 投与後の脳内動態を

検討した結果、最高脳中濃度到達時間 (Tmax, b) が 1分で、鼻腔から脳への直接的移行

の寄与率 (Direct Transport Percentage, DTP) は 99.6%であると報告しており、この薬物

の鼻腔から脳実質への直接移行の関与を明らかにした 55)。この薬物と同じ脂溶性物質

である DZP も鼻腔内から脳実質へ NTB を介して速やかに移行する可能性があるが、

i.n. 投与直後から脳内動態を評価した報告はこれまでにない。 

これまでに報告されている多くの臨床研究では、DZP 製剤を i.n. 投与したときの速

やかな全身循環系への移行について明らかにされてきた 56-61)。しかし、SE 治療ガイ

ドラインには DZP 注射液の i.n. 投与は推奨されておらず、また、経鼻投与型 DZP 製

剤も市場されてない。救急を要する医療現場における DZP の i.n. 投与を実践させる

ためには、i.n. 投与用の新たな DZP 製剤の体内動態および痙攣抑制効果に関する詳細

な検討が必要である。 

そこで本編では、SE の早期抑制を目的とした DZP の i.n. 投与の有用性を体内動態

および痙攣抑制効果の観点から明らかにし、速やかな痙攣抑制を可能にする鼻腔から

脳への移行過程および脳内分布特性を明らかにすることを目的とした。 

第 1章では、DZP 注射液を i.n. 投与したときの体内動態を i.v. および i.r. 投与した

ときと比較した。第 2 章では、DZP 注射液を i.n. 投与したときのペンチレンテトラゾ

ール (PTZ) 誘発性 SE モデルラットに対する痙攣抑制効果を i.v. および i.r. 投与した

ときと比較した。また、痙攣抑制潜時時間と痙攣抑制直後の血漿中濃度との関係から

NTB の関与を検討した。第 3 章では、脂溶性蛍光物質 Rhodamine B base を用いた ex 
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vivo イメージング解析により i.n. 投与後の DZP 脳移行特性を考察した。 

以下、得られた結果について論述する。 
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第 1 章 DZP注射液投与後の体内動態 

 

第 1節 DZP注射液の i.n. 、i.v. および i.r. 投与による全身循環系への 

移行性 

本節では、DZP注射液を i.n. 投与したときの全身循環系への移行性を i.v. および i.r. 

投与したときの結果と比較することで、その有用性を明らかにすることを目的とした。

臨床で用いられるセルシン注射液の処方および用法用量に基づいて、5 mg/mL DZP 注

射液を調製し、0.5 mg/kg で i.n. および i.v. 投与、1.0 mg/kg で i.r. 投与したときの体内

動態を評価し、比較検討した 62)。そのときの血漿中濃度－時間プロファイルを Fig. 2

に、体内動態パラメータを Table 1に示した。DZP を 0.5 mg/kg で i.n. 投与の最高血漿

中濃度 (Cmax, p) は 0.323 µg/mL で、その濃度への到達時間 (Tmax, p) は 4.5 分だった 

(Fig. 2 and Table 1)。これらは、i.r. 投与したときよりも Cmax, pは 1.4 倍有意に上昇し、

Tmax, p はおよそ半分に有意に短縮した (Fig. 2 and Table 1)。また、0.5 mg/kg で i.n. 投

与および 1.0 mg/kg で i.r. 投与したときの AUC0-180は、それぞれ 13.7 min · µg/mL およ

び 9.9 min · µg/mL で、絶対的バイオアベイラビリティ (%F) はそれぞれ 20.8 %および

7.5%と計算された (Table 1)。これらの結果は、i.n. 投与したときの量的および速度的

バイオアベイラビリティが i.r. 投与に比べて向上し、全身循環系への吸収性が優れて

いることを示している。 
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Fig. 2 Plasma concentration profiles of DZP after i.v., i.n. (0.5 mg/kg), or i.r. (1.0 mg/kg) 

administration of DZP injection (5 mg/mL) in rats. 

○：i.v. administration, ●：i.n. administration, □：i.r.  administration.

Each data represents the mean S.E. (n = 3-4).
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Table 1 Pharmacokinetic parameters of DZP after i.v., i.n. (0.5 mg/kg), or i.r. (1.0

mg/kg) administration of DZP injection (5 mg/mL) in rats.

Dosage 

form

ka

(min-1)

Cmax

(μg/mL)

Tmax

(min)

AUC0→180

(μg/mL・min)

F0→180

(%)

i.v. - - -
65.7

± 6.8
-

i.n. 
0.043

± 0.002

0.323

± 0.016

4.5

± 0.5

13.7

± 0.7

20.8

± 1.0

i.r.
0.020

± 0.003

0.227

± 0.007

10.0

± 0.0

9.9

± 0.6

7.5

± 0.4

Time (min)

Each data represents the mean S.E. (n = 3-4).
✻✻：p < 0.01 (Tukey-Kramer test).

✻✻ ✻✻ ✻✻
✻✻

✻✻

✻✻

✻✻
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第 2節 DZP注射液の i.n.、i.v. および i.r. 投与による 5 分後の 

各種脳組織および CSFへの移行性   

本節では、DZP 注射液 (5 mg/mL) を i.n. 投与 (0.5 mg/kg) したときの前脳、後脳、

嗅球、三叉神経および CSF への移行性を、i.v. (0.5 mg/kg) および i.r. (1.0 mg/kg) 投与

したときの結果と比較することで、その有用性を明らかにすることを目的とした。第

1節に論述した DZP注射液を i.n. 投与したときの血漿における Tmax, pが約 5分後だっ

たことから、各種脳組織および CSF 中濃度測定時間を 5分に設定して検討した。 

i.n.、i.v. および i.r. 投与 5分後の前脳、後脳、嗅球、三叉神経および CSF 中 DZP 濃

度を Fig. 3に示した。また、そのときの血漿中濃度に対する前脳、後脳、嗅球、三叉

神経および CSF 中濃度の比を Fig. 4 に示した。i.n. 、i.v. および i.r. 投与経路間で比

較すると、DZP 投与 5分後の血漿、前脳および後脳中濃度において、i.v. > i.n. > i.r. 投

与の順に高かった (Fig. 3a-c)。i.n. 投与したときの血漿中 DZP 濃度は、i.r. 投与した

ときよりも 2.3倍有意に高かったが、前脳および後脳中 DZP 濃度では、i.n. 投与した

ときの方がそれぞれ 6.0 倍および 11.8 倍と有意に高く、その差は大きかった (Fig. 3b 

and c)。また、i.v. 投与後の DZP の血漿中濃度は、i.n. 投与よりも 3.7 倍大きかったに

もかかわらず、前脳および後脳中濃度では 2.8 倍および 1.9 倍と血漿中濃度に比べて

その差は小さかった (Fig. 3a-c)。各種脳組織への移行性の指標である前脳および後脳

対血漿中濃度比は、i.n. > i.v > i.r. 投与の順に高く、血漿および各種脳組織中 DZP 濃

度のランクオーダーとは異なった (Fig. 4a and b)。 

全身循環系から脳実質への移行以外に、NTB 経路を介した鼻腔から脳実質への直

接移行が報告されている 13-15)。その直接移行への関与が報告されている嗅球および三

叉神経中 DZP 濃度を測定した結果、i.n. 投与では i.v. 投与よりもそれぞれ 3.8倍およ

び 5.8倍と有意に高かった (Fig. 3d and e)。i.n. 投与後の血漿中濃度に対する各種脳組

織および CSF 中濃度比は、i.v. および i.r. 投与したときよりも有意に高かった (Fig. 

4a-e)。これらの結果は、DZP 投与 5 分後において、i.n. 投与は i.v. および i.r. 投与よ
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りも高い脳移行性を示しており、鼻腔から嗅球、三叉神経および CSF を介した脳実質

への直接移行が関与している可能性が示された。 
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Fig. 3 DZP concentration in the (a) plasma and (b) forebrain, (c) hindbrain, (d)

olfactory, (e) trigeminal nerve, and (f) CSF after i.v., i.n. (0.5 mg/kg), or i.r. (1.0 mg/kg)

administration of DZP injection (5 mg/mL) in rats.

：i.v. administration, ■：i.n. administration, ■：i.r. administration.

Each data represents the mean S.E. (n = 3-12).
✻：p < 0.05, ✻✻：p < 0.01 (Tukey-Kramer test).

✻✻
✻



13 

 

0

0.2

0.4

0.6

F oreb rain/P lasma

0

0.2

0.4

0.6

Hin dbrain /Pl asm a 0

2

4

6

8

Olf actory b ulb/P lasma

0

4

8

12

Trigemin al nerve/P lasma 0

0.4

0.8

1.2

CSF /P lasm a

(a) (b) (c)

(d) (e)

F
o
re

b
r
a
in

/P
la

sm
a
 

c
o
n

c
e
n

tr
a
ti

o
n

 r
a
ti

o

H
in

d
b

r
a
in

/P
la

sm
a
 

c
o
n

c
e
n

tr
a
ti

o
n

 r
a
ti

o

O
lf

a
c
to

r
y
 b

u
lb

/P
la

sm
a
 

co
n

ce
n

tr
a

ti
o

n
 r

a
ti

o

T
r
ig

em
in

a
l 

n
e
r
v
e
/P

la
sm

a
 

c
o
n

c
e
n

tr
a
ti

o
n

 r
a
ti

o

C
S

F
/P

la
sm

a
 

co
n

ce
n

tr
a

ti
o

n
 r

a
ti

o

✻

✻✻

✻✻ ✻✻

✻✻
✻

Fig. 4 Ratio of DZP concentration in the (a) forebrain, (b) hindbrain, (c) olfactory

bulb, (d) trigeminal nerve, and (e) CSF to DZP concentration in the plasma after i.v., i.n.

(0.5 mg/kg), or i.r. (1.0 mg/kg) administration of DZP injection (5 mg/mL) in rats.

□：i.v. administration, ■：i.n. administration, ■：i.r. administration.

Each data represents the mean S.E. (n = 3-12).
✻：p < 0.05, ✻✻：p < 0.01 (Tukey-Kramer test).
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第 3節 DZP注射液の i.n. および i.v. 投与による各種脳組織および CSF

への移行性 

第 2節では、DZP 注射液を i.n. 投与したときの各種脳組織および CSF 中 DZP 濃度

は、i.r. 投与よりも有意に高く、血漿中 DZP 濃度に対する各種脳組織および CSF 中

DZP 濃度は i.v. 投与よりも有意に高かった。このことから、i.n. 投与は i.r. 投与より

も脳移行性が高く、その移行にはNTB経路が大きく関与することが明らかになった。

そこで、本節では、i.n. 投与したときの速やかな脳移行に対する NTB の関与を明らか

にするために、各種脳組織および CSF 中 DZP 濃度推移を評価し、i.v. 投与したとき

と比較した。 

DZP 注射液を i.n および i.v. 投与してから 60分までの前脳、後脳、嗅球、三叉神経

および CSF 中 DZP 濃度推移を Fig. 5に示した。また、Table 2に各種脳組織および CSF

における投与経路別の Cmax, b、Tmax, b、各種脳組織および CSF への標的効率 (Drug 

Targeting Efficiency, DTE) および鼻腔から各種脳組織および CSF中への直接移行の寄

与率の指標である DTP を示した。i.n. および i.v. 投与後の前脳および後脳中 DZP 濃

度の Tmax, bは 3分だった (Fig. 5 and Table 2)。i.v. 投与の場合、血漿中 DZP 濃度の Tmax, 

pは、投与直後と考えられ、各種脳組織および CSF 中 DZP 濃度の Tmax, bはそれよりも

遅れていた (Fig. 5 and Table 2)。しかし、i.n. 投与後の前脳および後脳中 DZP 濃度に

おける Tmax, bは血漿中のそれより 5分早かった (Fig. 5 and Table 2)。薬物が鼻腔から直

接的に前脳および後脳に至る経路に存在する嗅球、三叉神経および CSF 中 DZP 濃度

は、i.n. 投与では i.v. 投与よりも嗅球、三叉神経および CSF ではそれぞれ 1.2倍、4.6

倍および 1.8倍と有意に大きくなった (Fig. 5 and Table 2)。特に、i.n. 投与後の三叉神

経における Tmax, bは、i.v. 投与よりも早かった (Fig. 5 and Table 2)。これらの各種脳組

織および CSF は、NTB に関与していることが報告されているため、各種脳組織およ

び CSFへの標的効率の指標であるDTEおよび鼻腔から各種脳組織および CSF中への

直接移行の寄与率の指標である DTP を算出した。i.n. 投与は、各種脳組織および CSF
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の DTE は「1」より大きく、また、i.n. 投与後の DTP は嗅球で 95.9%、三叉神経で

97.2％、CSF で 77.5%であった (Table 2)。これらの結果は、全身循環から BBB を介し

た脳実質への移行に NTB を介した直接移行も関係していることを示し、特に i.n. 投

与の方がその直接移行の優位性が高いと示唆された。 
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Fig. 5 DZP concentration in the (a) plasma, (b) forebrain, (c) hindbrain, (d) olfactory

bulb, (e) trigeminal nerve, and (f) CSF after i.v. (0.5 mg/kg) or i.n. (0.5 mg/kg)

administration (1.0 mg/kg) of DZP injection (5 mg/mL) in rats.

：i.v. administration, ：i.n. administration.

Each data represents the mean S.E. (n = 3).
✻ ： p < 0.05, ✻✻： p < 0.01 compared with i.v. administration (dunnett's multiple

comparisons test).
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Brain tissue
Dosage 

form
Cmax (µg/mL) Tmax (min) DTE (%) DTP (%)

Forebrain

i.v. 0.777±0.134 3.0 ± 0.0 - -

i.n. 0.155±0.352 3.0 ± 0.0 1.5 33.5

Hindbrain

i.v. 0.565±0.069 3.0 ± 0.0 - -

i.n. 0.192±0.038 3.0 ± 0.0 2.4 44.0

Olfactory 

bulb

i.v. 3.02±0.34 3.0 ± 0.0 - -

i.n. 3.75±0.658 3.0 ± 0.0 7.21 95.9

Trigeminal 

nerve

i.v. 1.00±0.14 10.0 ± 0.0 - -

i.n. 4.55±0.46 3.0 ± 0.0 8.89 97.2

CSF

i.v. 0.458±0.108 5.0 ± 0.0 - -

i.n. 0.809±0.172 3.0 ± 0.0 4.05 77.5

Each data represents the mean S.E. (n = 3).
✻：p  < 0.05, ✻✻：p < 0.01 compared with i.v. administration (student’s t-test).

✻✻

✻✻

✻✻

✻✻

✻✻ ✻✻

✻✻

Table 2 Pharmacokinetic parameters of DZP in the different parts of the brain and

CSF after i.v. or i.n. (0.5 mg/kg) administration of DZP injection (5 mg/mL) in rats.
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第 2 章 DZP注射液投与後の PTZ 誘発性 SE モデルラット 

に対する痙攣抑制効果 

 

第 1節 DZP注射液の i.n. 、i.v. および i.r. 投与による痙攣抑制効果 

本節では、PTZを腹腔内投与 (120 mg/kg) して誘発させた SEモデルラットに対し

て、DZP 注射液を i.n. 投与したときの痙攣抑制効果を i.v. および i.r. 投与したときと

比較し、その有用性を明らかにすることを目的とした。痙攣抑制効果は、DZP 投与後

にその効果が現れたラットの割合 (痙攣抑制発現率)、痙攣が抑制されるまでに要した

時間 (痙攣抑制潜時時間)、痙攣抑制後に再発したラットの割合 (痙攣再発生率) とし

た。 

PTZ誘発性 SEモデルラットに対して、DZP 注射液を i.n.、i.v. および i.r. 投与した

ときの痙攣抑制効果を Table 3に示した。DZP を 0.5 mg/kg で i.n. 投与したときの痙攣

抑制発現率は 80％、痙攣抑制潜時時間は 5.0 分だった (Table 3)。これに対して、i.r. 投

与は、i.n. 投与の 2 倍量の 1.0 mg/kg を投与したのにもかかわらず、痙攣抑制発現率

は 60％、痙攣抑制潜時時間は 15.6分だった (Table 3)。一方、0.5 mg/kg で i.v. 投与し

たときの DZP による痙攣抑制発現率は 100％で、痙攣抑制潜時時間は 2.2分だったこ

とから、i.n. 投与による投与直後の痙攣抑制効果は i.v. 投与には及ばないものの、i.r. 

投与に比べて効率的な効果を示した (Table 3)。さらに、痙攣再発生率は、i.v. および

i.r. 投与の場合よりも i.n. 投与が最も低かった (Table 3)。このことから、i.n. 投与し

たときの痙攣抑制効果は、i.r. 投与に比べて高く、速やかな全身循環系および各種脳

組織および CSF への移行が痙攣抑制潜時時間の短縮に関係している可能性が考えら

れた。また、i.n 投与での痙攣再発生率は、i.v. 投与および i.r. 投与に比べて低く、i.n. 

投与は痙攣の再発予防に対して有効な投与経路となる可能性が高いと考えられた。 
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Dosage 

form

Seizure suppression

rate (%)

Seizure suppression 

time (min)

Seizure recurrence 

rate (%)

i.v. 100 (10/10) 2.2 ± 0.5 40 (4/10)

i.n. 80 (8/10) 5.0 ± 0.3 13 (1/8)

i.r. 60 (6/10) 15.6 ± 1.7 67 (4/6)

Each data represents the mean S.E. (n = 10).
✻：p < 0.05, ✻✻：p < 0.01 (Tukey-Kramer test).

Table 3 Seizure suppression effect 5 min after i.v., i.n. (0.5 mg/kg), or i.r. (1.0 mg/kg)

administration of DZP injection (5 mg/mL) in the PTZ-induced SE model rats.

✻✻

✻✻

✻✻
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第 2 節 DZP 注射液投与後の痙攣抑制潜時時間と痙攣抑制直後の血漿中

濃度の関係 

本節では、DZP 注射液投与後の血漿中 DZP 濃度と痙攣抑制潜時時間の関係から、

i.n. 投与したときの NTB 経路を介した脳実質への直接移行の関与を明らかにするこ

とを目的とし、解析した。 

PTZ 誘発性 SE モデルラットに対して各種投与経路から異なる用量で DZP を投与

したときの痙攣抑制潜時時間とその直後の血漿中濃度の関係を Fig. 6に示した。i.v. 、

s.c. および i.r. 投与では、いずれの場合も必ず全身循環に入った薬物が BBB を通過し

て脳実質へ移行する。これら 3 つの投与経路を対象とした血漿中 DZP 濃度と痙攣抑

制潜時時間の相関解析より、それらの間にはグラフ中に実線で示した回帰直線 (y = -

16.427x + 17.445) が得られ、両者の間に有意な負の相関が認められた (Fig. 6, r = - 

0.9973, p = 0.00001) 。一方、i.n. 投与により得られたデータは、グラフ中の点線で示

した回帰曲線 (y = -12.691x + 8.698) が得られ、実線で示される関係よりも低濃度で短

時間側にプロットされた (Fig. 6)。この結果は i.n. 投与時では血漿中濃度から算出さ

れる痙攣抑制潜時時間よりも速やかに効果が発現したことを示し、DZP の脳への直接

移行性が速やかで効果発現に関係している可能性があると考えられた。 
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Fig. 6 Relationship between the plasma concentration of DZP immediately after

seizure suppression and the seizure suppression time after i.v. (1.0 mg/mL, 0.5 mg/mL,

0.2 mg/kg), s.c. (2.0 mg/kg), i.n. (2.0 mg/kg, 1.0 mg/kg, 0.5 mg/kg), or i.r. administration

(4.0 mg/kg, 2.0 mg/kg, 1.0 mg/kg) of DZP injection (5.0 mg/mL) in SE model.

〇 : i.v. administration, ■：s.c. administration, □：i.r. administration, Solid line y = -

16.427x + 17.445 (r² = 0.995, r = -0.9973, p value = 0.00001).

●：i.n. administration, Dashed line y = -12.691x + 8.698 (r² = 0.999, r = -0.9994, p value

= 0.0000005).

Each data represents the mean S.E. (n = 4-12).

0

3

6

9

12

15

18

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4



22 

第 3 章 脂溶性蛍光物質 Rhodamine B base を用いた ex vivo イ

メージング解析による i.n. 投与後の DZP 脳移行特性

に関する考察 

 

 本編の第 1章の第 3 節および第 2章の第 2 節より、i.n. 投与後の DZP の脳実質へ

の移行に NTB が関与していることが示唆された。しかし、DZP の発作抑制効果発現

には発作焦点と考えられる視床付近への薬物送達が重要であるが、DZP が送達され

た脳領域や送達経路に関しては不明である。そこで、本章では、DZP (MW: 284.74, 

log P: 2.80) と分子量および log P 値が近い脂溶性蛍光物質である Rhodamine B base 

(RBB, MW: 444.25, log P: 2.62) を i.n. 投与したときの脳移行特性を ex vivo 蛍光イメ

ージング画像により明らかにすることを目的とした。 

RBB 溶液を i.n. および i.v. 投与後 1、3、5、10、30、60分までに採取した各種脳組

織および CSF を Fig. 7に示したように並べて、ex vivo 蛍光イメージング画像を Fig. 8

に示した。i.v. 投与 1 分後に前脳付近に蛍光が検出され、3 分後には強い蛍光シグナ

ルを示した (Fig. 8 A-Ⅰ and Ⅱ)。蛍光シグナルは、1分から 10分にかけて前脳から後脳

へ向けて広がり、5分後には CSF にも検出された (Fig. 8 A-Ⅰ~Ⅳ)。すべての蛍光シグ

ナルは、10分から 30 分後にかけて減少傾向を示し、60分後には完全に消失した (Fig. 

8 A-Ⅳ~Ⅵ)。RBB 溶液を i.n. 投与すると、1分後に後脳付近、三叉神経および CSF に

蛍光が検出され、3 分後には三叉神経、CSF および脳実質中心の視床付近から最も強

い蛍光シグナルが検出された (Fig. 8 B-Ⅰ and Ⅱ)。蛍光シグナルは、投与 1分から 5分

にかけて三叉神経終末部と考えられる後脳付近から広がった (Fig. 8 B-Ⅰ~Ⅲ)。そして、

10分から 60分後にかけて、その蛍光シグナルは消失傾向を示した (Fig. 8 B-Ⅳ~Ⅵ)。

このような i.n. 投与後で観察された蛍光シグナルの挙動は、i.v. 投与の場合とは異な

り、投与経路の違いにより薬物が送達される脳領域および脳内の分布パターンが異な
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ることが明らかになった。 
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(a) brain

Fig. 7 Each brain tissue and CSF taken after i.v. or i.n. administration (0.5 mg/kg) of

RBB solution (5 mg/mL) in rats.

Each brain tissue and CSF: (a) brain, (b) thalamus, (c) olfactory bulb, (d) trigeminal

nerve, (e) CSF in tube.

(b) thalamus

(c) olfactory bulb

(d) trigeminal nerve

(e) CSF in tube

Nasal side

hindbrain 

side

(Ⅰ) 1 min (Ⅱ) 3 min (Ⅲ) 5 min (Ⅳ) 10 min （Ⅴ）30 min （Ⅵ）60 min

(A)

i.v. 

(B)

i.n.

Fig. 8 Ex vivo fluorescence imaging of the sagittal plane of the brain hemisphere and

olfactory bulb, trigeminal nerve, and CSF in the collection tube after i.v. or i.n.

administration (0.5 mg/kg) of RBB solution (5 mg/mL) in rats. n = 3.

Left Right

hindbrain 

side
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第 4 章 本編の小括および考察  

 

本編では、SEの早期抑制を目的とした DZP の i.n. 投与の有用性を明らかにするこ

とを目的とし、i.n. 投与後の DZP の全身吸収性、脳移行性および痙攣抑制効果を検討

した。さらに、DZP と同じ脂溶性蛍光物質 RBB を用いた各種脳組織および CSF の ex 

vivo蛍光イメージング解析を行った。 

i.n. 投与後の血漿、各種脳組織およびCSF中DZP濃度推移は、i.r. 投与よりも高く、

このことが速やかな痙攣抑制効果に関係していると考えられた (Figs. 2 and 3, Table 3)。

全身循環を介して脳へ移行することが明らかな i.v. 、s.c. および i.r. 投与後の痙攣抑

制潜時時間と血漿中 DZP 濃度との関係は良好な負の相関を示した (Fig. 6)。i.n. 投与

後のデータはこの近似直線には一致せず、低い血漿中 DZP 濃度で高い痙攣抑制効果

が認められた。また、i.n. 投与後の各種脳組織および CSF 中 DZP濃度の Tmax, bは 3分

で、血漿中 DZP 濃度の Tmax, pよりも短かった (Fig. 5 and Table 2)。このことは ex vivo

蛍光イメージング画像の結果と同様の傾向を示した (Fig. 8)。これらの結果から、i.n. 

投与された DZP は全身循環系への移行に加えて、脳実質への直接的な移行が示唆さ

れた。 

近年、中枢神経系への直接的な薬物移行を可能にする i.n. 投与に着目した製剤開発

が行われる。i.n. 投与された薬物は全身循環から BBB を介して脳へ移行する経路に

加えて、嗅球、三叉神経および CSF を介して脳に直接的に移行することが報告される

31-33)。本研究において DZP を i.n. 投与後の嗅球、三叉神経および CSF の DTEは全て

1 を超えたことから NTB 経路の関与が示唆され、DTP では全て高い割合を示したこ

とから、全身循環から BBB を介した脳への移行よりも NTB 経路の寄与が大きいこと

が示唆された。しかし、Kaurrらは、DZP の i.n. 投与後の脳組織における DTEおよび

DTP は、0.99 および 0.48 となり、脳への有意で直接的な移行はないことを報告した

26)。この相違した要因として大きく 2 つのことが考えられる。1 つ目は、Kaurr らが
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i.n. 投与後 5、10、20、40、および 60分の脳中濃度を測定したが、本研究では i.n. 投

与後 1、3、5、10、30 および 60 分の脳中濃度を測定した。その理由は、PTZ 誘発性

SEモデルラットに対して DZPを i.n. 投与後の痙攣抑制時間は約 5分であることを明

らかにし、5 分よりも速い時間における脳組織中濃度が重要であると考えたからであ

る。従って、脳組織採取時間を 1分と 3分に設定した。その結果、i.n. 投与時の各種

脳組織および CSF 中 DZP 濃度の Tmax, bは 3 分となり、5 分に比べて 1 分と 3 分の各

種脳組織中濃度は高かった (Fig. 5 and Table 2)。このことは、DZP の i.n. 投与したと

きの速やかな脳移行を評価するうえで 5分以前のデータの重要性を示している。従っ

て、Kaurr らは脳組織濃度の高い 5 分以前のデータを反映していないことが、各パラ

メータ値に影響し、ひいては NTB の関与がないという結論に至ったと考えられる。 

本編において、i.n. 投与後の嗅球、三叉神経および CSF 中 DZP 濃度のピークは 3

分に到達し、三叉神経の Cmax, bは嗅球および CSF よりも高かった (Fig. 5 and Table 2)。

また、蛍光イメージング画像において、i.n. 投与 1分から 3分にかけて三叉神経およ

び三叉神経終末部と考えれる脳領域から強い蛍光が検出された (Fig. 8 B-Ⅰ and Ⅱ)。さ

らに、嗅球、三叉神経および CSF の 1 分および 3 分での蛍光シグナルは三叉神経が

最も強かった (Fig. 8 B-Ⅰ and Ⅱ)。これらのことから、i.n. 投与後の DZP は、速やかに

三叉神経を介して脳実質へ移行していると考えられ、DTP および DTE の値からも三

叉神経が嗅球および CSF よりも直接的な脳移行の寄与が大きいことが示唆された 

(Table 2)。鼻腔内の呼吸上皮を神経支配する三叉神経は、三叉神経節に入り、最初の

ニューロンが三叉神経主感覚核に投射し、次のニューロンが三叉神経毛帯を介して視

床に投射している 63)。Akita らは、GLP-2 誘導体を i.n. 投与 3 分後から三叉神経主感

覚領域に分布することを明らかにし、STELLA Fluor 600 蛍光標識 GLP-2誘導体を i.n. 

投与 5分後には三叉神経節および三叉神経毛帯から蛍光が検出したと報告した 63)。さ

らに、GLP-2誘導体を i.n. 投与 5分後に三叉神経の神経線維から蛍光が検出され、i.n. 

投与後の GLP-2 誘導体は三叉神経の細胞に取り込まれ、三叉神経主感覚核に到達し

た可能性があると報告した 63)。我々の結果はこれらの報告と同様に i.n. 投与後の三叉
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神経による速やかな薬物移行を示したと考えられる。さらに、三叉神経は、三叉神経

主感覚領域から三叉神経毛帯を介して視床に到達することから、PTZ により誘発させ

た SEの発作焦点は視床付近と報告されている 64)。そのため、DZP の速やかな痙攣抑

制効果は、DZP を視床付近に移行させる必要がある。i.n. 投与された DZP は三叉神経

を介して視床付近に到達し、速やかな痙攣抑制効果を現している可能性が考えられた。 
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第 2 編 

 

経鼻投与型 DZP 含有 ME 製剤の調製と体内動態および

痙攣抑制効果 

 

SE治療に用いられる 5 mg/mL DZP 注射液の i.v. 投与用量は、0.5 mg/kg である 62)。

例えば、体重 70 kg の成人の場合、7000 mL を投与することとなる。救急医療の現場

において、注射液を i.v. 投与から i.n. 投与に代替した際の推奨容量は、咽頭側への薬

液の漏出を抑えられる鼻孔あたり約 500 mL とされている 65)。そのため、7000 mLを一

度に i.n. 投与することは現実的に不可能である。 

臨床では、注射液を鼻孔あたり 500 mL を複数回に分けて、全量を投与することが

あると報告されている 65)。全量 7000 mLを i.n. 投与するときは、1回の投与につき 500 

mLを鼻孔に投与できるため、これを鼻孔に 12回繰り返す (500 µL/1 回×12回 = 7000 

mL) ことになる。しかし、SEの速やかな痙攣抑制を目的としたとき、投与回数の増加

は薬理作用が発現するまでの時間を遅延するため、分割投与は有用性が低いと考えら

れる。そこで、5 mg/mLの DZP溶液を 10および 20倍濃縮させた 50および 100 mg/mL

の製剤を用いたとき、成人男性 (体重 70 kg) に対する投与容量は 700 および 350 mL

となる。本編における予備実験において、試験した添加剤の中で、最も高い DZP 溶解

度を示したのは benzyl alcohol の 94.8 mg/mL であり、100 mg/mL の製剤を調製するこ

とは困難であると考えた。一方、成人男性 (体重 70 kg) に対する投与量が 700 mLと

なる 50 mg/mL の DZP 製剤は、両側の鼻孔に 350 mLずつ投与することを前提とする

と有用性が高く、調製可能であると考えられた。 

単独の添加剤を高濃度で用いることで溶質の溶解性を高めることが可能だが、高濃

度の添加剤は生体膜への傷害性および全身吸収後の赤血球に対する溶血作用により
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免疫系への影響が懸念される 66-68)。そこで、優れた DZP の溶解性と生体への影響を

考慮してME化に着目した。 

難溶性薬物 DZP を 50 mg/mL 以上の濃度で溶解可能な ME を調製するためには、

MEを構成する油 (Oil, O) 相、界面活性剤 (Surfactant, S) 相および水 (Water, W) 相の

うち O 相および S 相に用いる添加剤は、DZP を高濃度で溶解可能なものを用いる必

要がある。そこで、O 相および S 相をそれぞれ 2 種類の添加剤を混合することとし、

油相は 2種類の油を混合した (Oil mix, Omix) 相、界面活性剤および補助界面活性剤を

混合した (Surfactant mix, Smix) 相とした。補助界面活性剤とは界面活性剤同士のミセ

ル形成を補助することで、低濃度の界面活性剤でMEを調製することが可能になる 69)。

これまでに DZP 含有 ME 製剤の製剤学的な安定性および鼻粘膜への安全性を評価し

た研究報告はない。 

近年、中枢疾患に対する治療薬を微粒子送達システムを利用することにより脳に薬

物を標的化できる可能性が報告されている 70-75)。Jigarらは、疼痛治療薬トラマドール

の ME 化した製剤を i.n. 投与したときの脳中濃度はトラマドール溶液よりも有意に

増大したと報告した 76)。トラマドール (MW: 299.84, log P: 3.08) と同等な低分子脂溶

性薬物の DZP (MW: 284.74, log P: 2.80) も ME 化により速やかな各種脳組織および

CSF への移行性が期待できる。また、Li らや Kaurらは、DZP 含有 ME製剤の i.n. 投

与による速やかな全身循環系への移行性については報告しているが、脳移行性や痙攣

抑制効果に関する詳細な検討は行われていない 25, 26)。 

そこで、本編では、臨床で用いられる DZP 注射液の i.v. 投与量を適切な鼻腔内容量

に調製するため、ME に対する DZP の溶解度が 50 mg/mL 以上で、製剤学的に安定性

が高く、かつ鼻粘膜に対して安全性の高い DZP含有ME製剤を調製することとした。

また、DZP 含有 ME 製剤を i.n. 投与したときの体内動態および痙攣抑制効果から、

ME化の有用性を明らかにすることとした。 

第 1章では、DZP に対して高い溶解度を示す油、界面活性剤および補助界面活性剤

を選択し、生体への影響を考えて低濃度の界面活性剤で MEが調製可能な Smix相の混
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合割合を選択した。その Smix相混合割合を一定にして Smix相内の界面活性剤および補

助界面活性剤を示す o/w 型MEを選択した。第 2章では、第 1章で選択したいくつか

の ME の中から、過酷条件下の短期間安定性および室温条件下の長期安定性が高い

ME を選択した。第 3 章では、第 2 章で選択したいくつかの ME の中から、鼻粘膜に

対する安全性が高いME を選択した。第 4章では、第 3章で最適化した DZP 含有ME

製剤の i.n. 投与による体内動態を DZP 注射液の結果と比較することで、その有用性

を検討した。第 5 章では、DZP 含有 ME 製剤の i.n. 投与による痙攣抑制効果を DZP

注射液の結果と比較することでその有用性を検討した。 

以下、得られた結果について論述する。 
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第 1 章 o/w 型 ME 製剤の調製 

第 1節 DZPを高濃度で溶解可能な油、界面活性剤および補助界面活性 

剤の選択 

難溶性薬物 DZP を 50 mg/mL 以上の濃度で溶解可能な ME を調製するためには、

DZP を高濃度で溶解可能な ME を構成する O 相および S 相に用いる添加剤が必要で

ある。そこで本節では、入手しやすい添加剤および Gattefosse 株式会社より提供され

た添加剤の中から DZP の溶解度が高い添加剤を明らかにすることを目的とした。 

各種油における DZP の溶解度を Table 4 に示した。DZP の溶解度は benzyl alcohol 

(Ba) > triacetin (Ta) > oleic acid (Oa) の順に高い値が得られた (Table 4)。Baは医療用医

薬品の注射用剤として使用が認められていること、さらにアメリカ食品医薬品局は、

Ta の生体への安全性が高いと報告していることから、これらの混合溶液を Omix 相と

して用いることとした 77)。次に、各種界面活性剤に対する DZP の溶解度および

Hydrophilic-Lipophilic-Balance (HLB) を Table 5に示した。DZP の溶解度は transcutol® 

HP (Tra) > capryol 90
TM 

(Cap) > labrasol® (Lab) の順に高い値が得られた (Table 5)。Tra

および Cap は、HLB が 4および 5であることから w/o型の乳化剤に適しており、Lab

は、HLB が 12であることから o/w 型の乳化剤に適している (Table 5)。本編では、難

溶性薬物 DZP を内相に溶解させた o/w 型 ME 製剤の開発を目的としているため、本

節では、DZP を高濃度で溶解可能で、o/w 型に適した HLB をもつ Lab を選択した。

また、Table 6に示したように、補助界面活性剤に対する DZP の溶解度は、dipropylene 

glycol (Dpg) > propylene glycol (Pg) > ethanol (Et) の順に高かったことから、最も高い溶

解度を示した Dpg を選択した (Table 6)。従って、Lab と Dpg の混合溶液を Smix相と

して用いることとした。 
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Oil Solubility (mg/mL)

Benzyl alcohol 94.8 ± 2.4

Ethyl laurate 23.7 ± 3.9

Oleic acid 26.2 ± 3.5

Triacetin 40.1 ± 2.7

Data represent mean ± S. D. (n = 3).

Table 4 Solubility of various oils in DZP.

Surfactant Solubility (mg/mL) HLB

Capryol 90TM 72.0 ± 0.7 5

Capyol® PGMC 60.3 ± 2.5 6

LabrafacTM Lipophile WL 1349 22.4 ± 1.5 1

LabrafacTM PG 28.5 ± 3.2 1

Labrafil® M 1994 CS 22.8 ± 0.4 9

Labrafil® M 2125 CS 32.0 ± 2.9 9

Labrasol® 63.9 ± 1.0 12

LauroglycolTM 90 46.7 ± 2.9 3

LauroglycolTM FCC 34.9 ± 3.0 5

Maisine® CC 34.5 ± 2.2 1

PeceolTM 29.9 ± 2.4 1

Plurol® Oleique CC 497 7.6 ± 0.4 3

Transcutol® HP 95.2 ± 2.8 4

Tween80 39.6 ± 1.3 15

Span60 31.4 ± 3.2 9

Table 5 Solubility of various surfactants in DZP.

Data represent mean ± S. D. (n = 3).

Co-surfactant Solubility (mg/mL)

Propylene glycol 42.2 ± 2.7

Dipropylene glycol 51.2 ± 1.2

Ethanol 40.9 ± 2.5

Table 6 Solubility of various co-surfactants in DZP.

Data represent mean ± S. D. (n = 3).
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第 2節 低濃度の界面活性剤で MEが調製可能な Smix相の混合割合の 

選択 

高濃度の界面活性剤は、生体膜に対する傷害性および生体膜透過後、血液中の赤血

球を溶解することにより免疫機能に影響を及ぼすことが知られている 66, 78-80)。そこ

で、ME による生体への影響を低くするためには、製剤中の界面活性剤量をできる限

り少なくした ME 製剤を調製する必要がある。本節では、低濃度の界面活性剤で ME

が調製可能な Smix相の混合割合を選択することを目的とした。 

 Smix相の Labと Dpg の混合比率を A (1 : 3) 、B (1 : 2) 、C (2 : 3) 、D (1 : 1)、E (3 : 

2)、F (2 : 1) および G (3 : 1) と変化させたときの擬似 3元系状態図における ME領域

を Fig. 9に示した。また、Smix相の A～Gの比率のそれぞれ Smix 0～100％ (10%間隔) 

のときの最大 ME 出現数に対する実際の ME 出現数を Table 7 に示した。この例とし

て、Smix相の混合比率 A (1 : 3) で Smix 10%のときの最大 ME出現数は、①Omix 80% : 

W10%、②Omix 70% : W20%、③Omix 60% : W30%、④Omix 50% : W40%、⑤Omix 40% : 

W50%、⑥Omix 30% : W60%、⑦Omix 20% : W70%、⑧Omix 10% : W80%の 8パターンが

考えられ、実際の ME 出現数は、Omix 80% : W10%の 1 パターンのため、1/8 と示す 

(Table 7)。Smix 相の混合比率 A～G に移行することによって、ME 領域は油相割合の

高い領域では縮小傾向にあり、油相割合の低い領域では拡大傾向にあった (Fig. 9)。

このことは、Smix相の混合比率 A から G に従って o/w 型への乳化作用が高い Lab 濃

度が高まることによって領域が拡大したと考えられる。また、Smix相の A～G の比率

に対して Smix 0 から 100％のときの最大 ME 出現数に対する実際の ME 出現数では、

Smix 50％以上であれば全ての比率で MEが形成されたが、Smix 30％以下では MEが形

成しにくいことが明らかになった (Table 7)。そこで、Smix 40%では各比率平均で 80%

以上のMEが形成されることから、以後の検討からは Smix 40%に固定して ME製剤を

調製することとした。 
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■ ME area

□ Non-ME area

A

(Lab : Dpg = 1 : 3)

B

(Lab : Dpg = 1 : 2)

C

(Lab : Dpg = 2 : 3)

D

(Lab : Dpg = 1 : 1)

E

(Lab : Dpg = 3 : 2)

F

(Lab : Dpg = 2 : 1)

G

(Lab : Dpg = 3 : 1)

Fig. 9 ME area when Omix phase (Ta : Ba = 1 : 1), Smix phase (Lab : Dpg = (A) 1 : 3, (B) 

1 : 2 , (C) 2 : 3 , (D) 1 : 1, (E) 3 : 2, (F) 2 : 1 , (G) 3 : 1), Water phase (Purified water) are 

mixed.



35 

 

 

 

 

Table 7 The actual number of ME occurrences relative to the maximum number of ME 

occurrences when oil and water are changed in 10% increments at each rate from 0 to 

100% (every 10%) of S in A to G of the three-phase diagram. 

Percentage of 

Smix  
A B C D E F G 

0% - - - - - - - 

10% 1/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 

20% 1/7 1/7 1/7 1/7 0/7 0/7 0/7 

30% 2/6 1/6 1/6 1/6 1/6 1/6 1/6 

40% 4/5 4/5 3/5 4/5 4/5 4/5 5/5 

50% 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 

60% 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

70% 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 

80% 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 

90% - - - - - - - 

100% - - - - - - - 
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第 3節 DZPの溶解度が 50 mg/mL以上の o/w 型 MEの選択 

 第 2 節の結果より、Smix 相の混合割合を 40%に固定することとし、本節では、Smix

相の Labおよび Dpg の混合比率を A (1 : 3) 、B (1 : 2) 、C (2 : 3) 、D (1 : 1)、E (3 : 2)、

F (2 : 1) および G (3 : 1) の 7種類について、それぞれ①Smix 40% : Omix 50% : W10%、

②Smix 40% : Omix 40% : W 20%、③Smix 40% : Omix 30% : W 30%、④Smix 40% : Omix 20% : 

W 40%、⑤Smix 40% : Omix 10% : W 50%の 5点 (合計: 7種類×5点=35点) の混合液を

調製し、濁度 0のME、その乳化型が o/w 型、DZP 溶解度が 50 mg/mL 以上のMEを

選択することを目的とした。 

A (Lab : Dpg = 1 : 3) における疑似 3元状態図を Fig. 10に示し、濁度、乳化型、溶

解度、粒子径および多分散指数 (polydispersity index, PDI) を Table 8 に示した。A1～

A4は、濁度 0の粒子径 25 nm 以下のMEが調製された (Fig. 10 and Table 8)。A1およ

び A2の外相は、油であったが、A2 と A3の間で転相し、A3および A4の外相は水と

なり o/w 型MEであった (Fig. 10 and Table 8)。A3は、DZP 溶解度が 50 mg/mL 以上

となり、A3のみがすべての要件を満たした (Table 8)。 

 B (Lab : Dpg = 1 : 2) における疑似 3元状態図を Fig. 11に示し、濁度、乳化型、溶

解度、粒子径および PDIを Table 9に示した。B6～B9は、濁度 0の粒子径 50 nm 以下

のMEが調製された (Fig.11 and Table 9)。B6 および B7は、w/o 型、B8および B9は

o/w 型 ME であった (Fig.11 and Table 9)。B8 では DZP 溶解度が 50 mg/mL 以上とな

り、B8のみがすべての要件を満たした (Table 9)。 

C (Lab : Dpg = 2 : 3) における疑似 3元状態図を Fig. 12に示し、濁度、乳化型、溶

解度、粒子径および PDI を Table 12 に示した。C11～C13 は、濁度 0 の粒子径 40 nm

以下の ME が調製された (Fig.12 and Table 10)。C11 および C12 は、w/o 型、C13 は

o/w 型MEであった (Fig.12 and Table 10)。C13 では、DZP 溶解度 50 mg/mL 以上のME

が得られ、C13 のみがすべての要件を満たした (Table 10)。 
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D (Lab : Dpg = 1 : 1) における疑似 3元状態図を Fig. 13に示し、濁度、乳化型、溶

解度、粒子径および PDI を Table 11 に示した。D16～D18 および D20 は、濁度 0 の

MEが調製された (Fig. 13 and Table 11)。D16 および D17は、w/o型、D18および D20

は o/w 型MEであった (Fig. 13 and Table 11)。D18は、DZP 溶解度が 50 mg/mL 以上

のMEが得られ、D18 のみがすべての要件を満たした (Table 11)。 

E (Lab : Dpg = 3 : 2) における疑似 3元状態図を Fig. 14に示し、濁度、乳化型、溶解

度、粒子径および PDI を Table 12 に示した。E21～E23 および E25 は、濁度 0 の ME

が調製された (Fig. 14 and Table 12)。E21および E22は、w/o 型、E23 および E25は

o/w 型 ME であった (Table 12)。E23 は、DZP 溶解度が 50 mg/mL 以上の ME が得ら

れ、E23のみがすべての要件を満たした (Fig.14 and Table 12)。 

F (Lab : Dpg = 2 : 1) における疑似 3元状態図を Fig. 15に示し、濁度、乳化型、溶解

度、粒子径および PDI を Table 13 に示した。F26～F28 および F30 は、濁度 0 の ME

が調製された (Fig. 15 and Table 13)。F26 および E27 は、w/o 型、F28 および F30 は

o/w 型MEであった (Fig. 15 and Table 13)。F28 のみが DZP 溶解度 50 mg/mL 以上の

MEが得られ、F28のみがすべての要件を満たした (Table 13)。 

G (Lab : Dpg = 3 : 1) における疑似 3元状態図を Fig. 16に示し、濁度、乳化型、溶

解度、粒子径および PDIを Table 14に示した。G31～G34は、濁度 0のMEが調製さ

れた (Fig. 16 and Table 14)。G31および G32 は w/o型、G33から G35 は o/w 型であっ

た (Fig. 16 and Table 14)。G33および G34は、DZP 溶解度 50 mg/mL 以上のMEが得

られ、G33および G34 がすべての要件を満たした (Table 14)。 

以上の結果より、A3、B8、C13、D18、E23、F28、G33 および G34 が DZP 溶解度

が 50 mg/mL 以上の o/w 型MEであることが明らかになり、第 2章で製剤学的安定性

を評価することとした。 
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Table 8 Turbidity, Emulsifying type, Solubility, Particle size, and PDI of No. A1, A2, 

A3, A4, and A5 in the three-phase region.  

No. Turbidity 
Emulsifying 

type 

Solubility 

(mg/mL) 

Particle size 

(nm) 
PDI 

A1 0.0 ± 0.0 w/o 124.2 ± 2.3 24.1 ± 28.8 0.34 ± 0.30 

A2 0.0 ± 0.0 w/o 91.3 ± 2.0 23.5 ± 10.8 0.28 ± 0.03 

A3 0.0 ± 0.0 o/w 51.5 ± 1.6 13.4 ± 4.7 0.25 ± 0.07 

A4 0.0 ± 0.0 o/w 31.6 ± 2.0 16.4 ± 7.9 0.27 ± 0.09 

A5 1.8 ± 0.0 o/w 18.6 ± 1.2 
3256.7  

± 2033.2 
0.16 ± 0.10 

Data represent mean ± S. D. (n = 3) . 

 

 

Phase diagram symbol: A

Smix Phase: Lab : Dpg = 1 : 3

Omix Phase: Ba : Ta = 1 : 1

W Phase: Purified water

■: ME area

□: Non-ME area

●: w/o type of ME prot

●: o/w type of ME prot

〇: o/w type of Non-ME prot

Omix

Smix W

●A1

●A2

●A4

●A3

●〇A5

Fig. 10 Three-phase region when Smix Phase (Lab : Dpg = 1 : 3), Omix Phase (Ba :

Ta = 1 : 1), and W Phase (Purified water) are mixed.
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Table 9 Turbidity, Emulsifying type, Solubility, Particle size and PDI of No. B6, B7, B8, 

B9, B19 in the three-phase region.   

No. Turbidity 
Emulsifying 

type 

Solubility 

(mg/mL) 

Particle size 

(nm) 
PDI 

B6 0.0 ± 0.0 w/o 128.7 ± 1.3 47.1 ± 53.0 6.17 ± 8.98 

B7 0.0 ± 0.0 w/o 95.2 ± 1.4 250.4 ± 411.9 0.32 ± 0.25 

B8 0.0 ± 0.0 o/w 56.6 ± 2.9 20.7 ± 2.0 0.28 ± 0.01 

B9 0.0 ± 0.0 o/w 36.6 ± 1.0 46.3 ± 3.6 0.19 ± 0.01 

B10 1.8 ± 0.0 o/w 20.5 ± 1.5 
2580.0 ± 

2090.6 
0.30 ± 0.07 

Date represent mean ± S. D. (n = 3) . 

 

 

Phase diagram symbol: B

Smix Phase: Lab : Dpg = 1 : 2

Omix Phase: Ba : Ta = 1 : 1

W Phase: Purified water

■: ME area

□: Non-ME area

●: w/o type of ME prot

●: o/w type of ME prot

〇: o/w type of Non-ME prot

Omix

Smix W

●B6

●B7

●B9

●B8

●〇B10

Fig. 11 Three-phase region when Smix Phase (Lab : Dpg = 1 : 2), Omix Phase (Ba :

Ta = 1 : 1), and W Phase (Purified water) are mixed.
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Table 10 Turbidity, Emulsifying type, Solubility, Particle size, and PDI of No. C11, C12, 

C13, C14, and C15 in the three-phase region.    

No. Turbidity 
Emulsifying 

type 

Solubility 

(mg/mL) 

Particle size 

(nm) 
PDI 

C11 0.0 ± 0.0 w/o 134.2 ± 2.3 8.2 ± 2.5 0.16 ± 0.03 

C12 0.0 ± 0.0 w/o 102.1 ± 1.3 23.0 ± 1.8 0.16 ± 0.05 

C13 0.0 ± 0.0 o/w 61.9 ± 1.4 34.0 ± 13.3 0.21 ± 0.06 

C14 1.9 ± 0.0 o/w 47.9 ± 3.9 2873.3 ± 637.4 0.70 ± 0.76 

C15 1.8 ± 0.0 o/w 22.6 ± 2.9 486.7 ± 67.7 1.11 ± 0.48 

Data represent mean ± S. D. (n = 3) . 

 

 

Phase diagram symbol: C

Smix Phase: Lab : Dpg = 2 : 3

Omix Phase: Ba : Ta = 1 : 1

W Phase: Purified water

■: ME area

□: Non-ME area

●: w/o type of ME prot

●: o/w type of ME prot

〇: o/w type of Non-ME prot

Omix

Smix W

●C11

●C12

●C13

●〇C15

Fig. 12 Three-phase region when Smix Phase (Lab : Dpg = 2 : 3), Omix Phase (Ba :

Ta = 1 : 1), and W Phase (Purified water) are mixed.

●〇C14
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Table 11 Turbidity, Emulsifying type, Solubility, Particle size, and PDI of No. D16, D17, 

D18, D19, and D20 in the three-phase region.  

No. Turbidity 
Emulsifying 

type 

Solubility 

(mg/mL) 

Particle size 

(nm) 
PDI 

D16 0.0 ± 0.0 w/o 137.6 ± 1.2 42.1 ± 36.3 0.46 ± 0.34 

D17 0.0 ± 0.0 w/o 108.2 ± 1.0 14.4 ± 2.7 0.29 ± 0.00 

D18 0.0 ± 0.0 o/w 65.4 ± 2.0 41.7 ± 1.6 0.19 ± 0.01 

D19 1.8 ± 0.0 o/w 53.2 ± 2.6 224.0 ± 7.0 0.03 ± 0.02 

D20 0.0± 0.0 o/w 24.7 ± 1.7 79.4 ± 3.4 0.14 ±0.03 

Data represent mean ± S. D. (n = 3) . 

 

 

Phase diagram symbol: D

Smix Phase: Lab : Dpg = 1 : 1

Omix Phase: Ba : Ta = 1 : 1

W Phase: Purified water

■: ME area

□: Non-ME area

●: w/o type of ME prot

●: o/w type of ME prot

〇: o/w type of Non-ME prot

Omix

Smix W

●D16

●D17

●D20

●D18

●〇D19

Fig. 13 Three-phase region when Smix Phase (Lab : Dpg = 1 : 1), Omix Phase (Ba :

Ta = 1 : 1), and W Phase (Purified water) are mixed.
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Table 12 Turbidity, Emulsifying type, Solubility, Particle size, and PDI of No. E21, E22, 

E23, E24, and E25 in the three-phase region.  

No. Turbidity 
Emulsifying 

type 

Solubility 

(mg/mL) 

Particle size 

(nm) 
PDI 

E21 0.0 ± 0.0 w/o 141 ± 2.8 89.5 ± 3.3 0.19 ± 0.09 

E22 0.0 ± 0.0 w/o 110.2 ± 1.9 26.1 ± 3.6 0.13 ± 0.03 

E23 0.0 ± 0.0 o/w 72.3 ± 2.1 93.3 ± 9.7 0.10 ± 0.01 

E24 1.8 ± 0.0 o/w 56.7 ± 4.0 1024.3 ± 800.7 0.85 ± 0.34 

E25 0.0 ± 0.0 o/w 25.0 ± 1.7 91.7 ± 2.4 0.10 ± 0.02 

Data represent mean ± S. D. (n = 3) . 

 

 

Phase diagram symbol: E

Smix Phase: Lab : Dpg = 3 : 2

Omix Phase: Ba : Ta = 1 : 1

W Phase: Purified water

■: ME area

□: Non-ME area

●: w/o type of ME prot

●: o/w type of ME prot

〇: o/w type of Non-ME prot

Omix

Smix W

●E21

●E22

●E25

●E23

●〇E24

Fig. 14 Three-phase region when Smix Phase (Lab : Dpg = 3 : 2), Omix Phase (Ba :

Ta = 1 : 1), and W Phase (Purified water) are mixed.
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Table 13 Turbidity, Emulsifying type, Solubility, Particle size, and PDI of No. F26, F27, 

F28, F29, and F30 in the three-phase region.  

No. Turbidity 
Emulsifying 

type 

Solubility 

(mg/mL) 

Particle size 

(nm) 
PDI 

F26 0.0 ± 0.0 w/o 148.0 ± 3.0 73.7 ± 71.3 0.44 ± 0.25 

F27 0.0 ± 0.0 w/o 115.3 ± 4.2 51.1 ± 25.9 0.20 ± 0.08 

F28 0.0 ± 0.0 o/w 78.1 ± 3.3 92.4 ± 9.7 0.11 ± 0.00 

F29 1.9 ± 0.0 o/w 61.0 ± 2.3 321.0 ± 17.7 0.95 ± 0.09 

F30 0.0 ± 0.0 o/w 27.9 ± 2.6 95.6 ± 0.6 0.10 ± 0.01 

Data represent mean ± S. D. (n = 3) . 

 

 

Phase diagram symbol: F

Smix Phase: Lab : Dpg = 2 : 1

Omix Phase: Ba : Ta = 1 : 1

W Phase: Purified water

■: ME area

□: Non-ME area

●: w/o type of ME prot

●: o/w type of ME prot

〇: o/w type of Non-ME prot

Omix

Smix W

●F26

●F27

●F30

●F28

●〇F29

Fig. 15 Three-phase region when Smix Phase (Lab : Dpg = 2 : 1), Omix Phase (Ba :

Ta = 1 : 1), and W Phase (Purified water) are mixed.
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Table 14 Turbidity, Emulsifying type, Solubility, Particle size, and PDI of No. G31, G32, 

G33, G34, and G35 in the three-phase region.  

No. Turbidity 
Emulsifying 

type 

Solubility 

(mg/mL) 

Particle size 

(nm) 
PDI 

G31 0.0 ± 0.0 w/o 150.4 ± 4.1 157.0 ± 137.0 0.31 ± 0.06 

G32 0.0 ± 0.0 w/o 124.3 ± 1.2 57.8 ± 70.4 0.26 ± 0.06 

G33 0.0 ± 0.0 o/w 83.7 ± 2.9 42.8 ± 4.2 0.23 ± 0.01 

G34 0.0 ± 0.0 o/w 67.1 ± 4.1 156.0 ± 15.4 0.03 ± 0.01 

G35 0.0 ± 0.0 o/w 29.0 ± 2.5 96.3 ± 0.7 0.13 ± 0.02 

Data represent mean ± S. D. (n = 3) . 

 

 

Phase diagram symbol: G

Smix Phase: Lab : Dpg = 3 : 1

Omix Phase: Ba : Ta = 1 : 1

W Phase: Purified water

■: ME area

□: Non-ME area

●: w/o type of ME prot

●: o/w type of ME prot

Omix

Smix W

●G31

●G32

●G34

●G33

Fig. 16 Three-phase region when Smix Phase (Lab : Dpg = 3 : 1), Omix Phase (Ba :

Ta = 1 : 1), and W Phase (Purified water) are mixed.

●G35
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第 2 章 ME 製剤の安定性評価 

 

第 1節 過酷条件下における短期安定性評価 

 第 1章の結果より、A3、B8、C13、D18、E23、F28、G33および G34が DZP を 50 

mg/mL 以上溶解させる o/w 型 ME であることが明らかになった。本節では、これら

を試験製剤として次の過酷条件下における短期安定性を評価することを目的とした。 

強力遠心試験 (25℃, 3000 rpm, 30 min) 、加熱-冷却サイクル試験 (45℃ 2day＋4℃ 2 

day, 6 cycle) および凍結-融解サイクル試験 (-70 ℃ 2day＋室温 2 day, 3 cycle) 後の各

試験製剤における濁度、DZP 含有率、ゼータ電位、粒子径および PDIを Table 15に示

し、それらの粒度分布を Fig. 17～24に示した。 

 強力遠心試験後、全ての試験製剤で濁度 0 の ME が維持され、DZP 含有率は 98％

以上を維持した (Table 15)。また、A3、B8、C13、D18、E23および F28 のゼータ電位、

粒子径および PDIは試験前と比べてほとんど変化は認められなかった (Table 15)。一

方、G33および G34の粒度分布は、試験前と比べてばらつきが現れた (Figs. 23 and Fig. 

24)。全ての試験製剤の中で D18 および F28 は、試験前後に限らず単峰性の粒度分布

が得られ、PDIの変動はわずかであった (Figs. 20 and 22, Table 15)。また、E23の試験

後の粒度分布は二峰性を示したが、DZP 含有率は 99.8％であり試験製剤の中で最も高

かった (Fig. 21 and Table 15)。これらの結果は、強力な重力が MEに加えられてもそ

の形態が維持され、大きな薬物変動は生じなかったことを示しており、特に D18、F28

および E23は、他の試験製剤と比べて製剤学的安定性が高かった。 

 加熱-冷却サイクル試験後、G33 および G34 は、濁度が高値を示し、白濁したこと

からエマルション化したことが考えられたが、その他の試験製剤は濁度 0であったこ

とからMEが維持されていた (Table 15)。試験後の DZP 含有率は、A3、B8、C13、G33

および G34で低下し、特に G33および G34 の DZP 含有率の大きな低下は、MEから

エマルションへの状態変化の影響を受けていると考えられる (Table 15)。試験後の
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D18、E23 および F28 の DZP 含有率は 90%以上を示し、特に D18 は試験前と比べて

ほとんど変化がなく、その他のゼータ電位、粒子径および PDIもほとんど変化は認め

られなかった (Table 15)。さらに、試験前後と同様な単峰性の粒度分布が得られた 

(Figs. 20~23)。これらのことから、多くの試験製剤は加熱-冷却により MEの組成が変

動し、製剤学的安定性に影響を及ぼした。しかし、D18、E23 および F28 は他の試験

製剤と比べて製剤学的安定性が高いことが示された。 

 凍結-融解サイクル後、全ての試験製剤は、濁度 0のMEが維持されていたが、DZP

含有率は、A3、B8、C13、G33および G34で大きく低下した (Table 15)。しかし、試

験後の DZP 含有率は、加熱融解サイクル試験と同様に、D18>E23>F28 の順で高く、

特に D18 は約 98％であったことから試験前に比べてほとんど変化はなかった (Table 

15)。さらに、試験前後と同様な単峰性の粒度分布が得られた (Fig. 20)。以上の結果よ

り、過酷条件下における短期安定性から、全ての試験製剤の中で特に D18、E23およ

び F28の製剤学的安定性が高いことが示された。 
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No.
Pharmaceutical 

parameters

Immediately

after preparation

Centrifugation 

cycle

Freeze-thaw 

cycle

Heating and 

cooling cycle

A3

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 98.1 ± 0.8 83.3 ± 2.4 72.7 ± 3.6

Zeta potential (mV) -1.6 ± 0.4 0.2 ± 1.8 -0.6 ± 0.2 -0.6 ± 0.1

Particle size (nm) 19.3 ± 0.3 19.5 ± 2.6 16.0 ± 0.4 75.3 ± 61.7

PDI 0.32 ± 0.00 0.31 ± 0.03 0.31 ± 0.03 0.18 ± 0.03

B8

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 98.5 ± 0.9 85.9 ± 3.2 78.1 ± 2.5

Zeta potential (mV) 0.1 ± 0.5 0.5 ± 0.5 -0.33 ± 0.18 -0.19 ± 0.31

Particle size (nm) 24.0 ± 1.0 23.0 ± 2.0 24.4 ± 5.5 39.0 ± 25.7

PDI 0.35 ± 0.03 0.28 ± 0.06 0.30 ± 0.03 0.10 ± 0.02

C13

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 98.4 ± 0.8 88.9 ± 2.1 83.7 ± 2.7

Zeta potential (mV) -0.0 ± 0.4 -0.4 ± 0.4 -0.7 ± 0.1 -0.6 ± 0.8

Particle size (nm) 28.0 ± 0.6 37.0 ± 24.9 26.3 ± 0.7 22.4 ± 0.5

PDI 0.27 ± 0.00 0.26 ± 0.07 0.26 ± 0.00 0.26 ± 0.01

D18

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 99.7 ± 0.4 99.1 ± 1.6 97.5 ± 1.2

Zeta potential (mV) -0.2 ± 0.9 -0.6 ± 1.3 -0.5 ± 0.3 -0.2 ± 0.2

Particle size (nm) 41.9 ± 1.1 43.9 ± 1.4 38.1 ± 0.7 35.7 ± 1.6

PDI 0.21 ± 0.01 0.25 ± 0.01 0.22 ± 0.01 0.23 ± 0.01

E23

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 99.8 ± 0.3 96.6 ± 2.9 95.9 ± 2.1

Zeta potential (mV) -0.2 ± 0.8 0.3 ± 1.1 -0.1 ± 0.2 -0.2 ± 0.3

Particle size (nm) 84.6 ± 42.5 35.7 ± 3.3 70.2 ± 3.2 21.3 ± 3.5

PDI 0.11 ± 0.01 0.32 ± 0.04 0.13 ± 0.01 0.36 ± 0.08

F28

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 99.1 ± 0.9 96.0 ± 4.0 93.1 ± 4.7

Zeta potential (mV) -0.4 ± 0.5 -0.9 ± 0.8 -0.1 ± 0.2 -0.5 ± 0.6

Particle size (nm) 73.5 ± 2.6 68.6 ± 1.5 65.3 ± 2.7 44.5 ± 1.9

PDI 0.15 ± 0.01 0.14 ± 0.01 0.15 ± 0.01 0.24 ± 0.01

G33

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 1.3 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 99.2 ± 0.6 78.1 ± 2.6 70.9 ± 3.0

Zeta potential (mV) -0.5 ± 0.2 0.1 ± 0.8 -0.5 ± 0.1 -0.3± 0.4

Particle size (nm) 71.3 ± 2.6 43.4 ± 43.0 4560.0 ± 1037.9 445.0 ± 30.8

PDI 0.15 ± 0.01 0.26 ± 0.22 1.17 ± 0.79 0.96 ± 0.11

G34

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 1.8 ± 0.2

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 98.1 ± 0.7 72.7 ± 2.6 67.6 ± 2.8

Zeta potential (mV) 0.2 ± 0.2 0.2 ± 0.5 -0.6 ± 0.3 -0.4 ± 0.1

Particle size (nm) 81.6 ± 5.1 150.0 ± 127.2 2231.0 ± 558.1 354.0 ± 50.5

PDI 0.07 ± 0.06 0.31 ± 0.11 0.13 ± 0.09 0.86 ± 0.11

Data represent mean ± S. D. (n = 3).

Table 15 Turbidity, residual rate, zeta potential, particle size and PDI of immediately

after preparation of ME and after the stability tests (Centrifugation cycle, Freeze-thaw

cycle, and Heating and cooling cycle) of No. A3, B8, C13, D18, E23, F28, G33, and G34.
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Fig. 17 Particle size distribution of (a) before the test, (b) Centrifugation cycle, (c)

Freeze-thaw cycle, and (d) Heating and cooling cycle of No. A3.

A3 (n=1) A3 (n=2) A3 (n=3)

(a) (b)

(c) (d)

B8 (n=1) B8 (n=2) B8 (n=3)

Fig. 18 Particle size distribution of (a) before the test, (b) Centrifugation cycle, (c)

Freeze-thaw cycle, and (d) Heating and cooling cycle of No. B8.

(a) (b)

(c) (d)
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C13 (n=1) C13 (n=2) C13 (n=3)

Fig. 19 Particle size distribution of (a) before the test, (b) Centrifugation cycle, (c)

Freeze-thaw cycle, and (d) Heating and cooling cycle of No. C13.

(a) (b)

(c) (d)

D18 (n=1) D18 (n=2) D18 (n=3)

Fig. 20 Particle size distribution of (a) before the test, (b) Centrifugation cycle, (c)

Freeze-thaw cycle, and (d) Heating and cooling cycle of No. D18.

(a) (b)

(c) (d)
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E23 (n=1) E23 (n=2) E23 (n=3)

Fig. 21 Particle size distribution of (a) before the test, (b) Centrifugation cycle, (c)

Freeze-thaw cycle, and (d) Heating and cooling cycle of No. E23.

(a) (b)

(c) (d)

F28 (n=1) F28 (n=2) F28 (n=3)

Fig. 22 Particle size distribution of (a) before the test, (b) Centrifugation cycle, (c)

Freeze-thaw cycle, and (d) Heating and cooling cycle of No. F28.

(a) (b)

(c) (d)



51 

G34 (n=1) G34 (n=2) G34 (n=3)

Fig. 24 Particle size distribution of (a) before the test, (b) Centrifugation cycle, (c)

Freeze-thaw cycle, and (d) Heating and cooling cycle of No. G34.

(a) (b)

(c) (d)

 

G33 (n=1) G33 (n=2) G33 (n=3)

Fig. 23 Particle size distribution of (a) before the test, (b) Centrifugation cycle, (c)

Freeze-thaw cycle, and (d) Heating and cooling cycle of No. G33.

(a) (b)

(c) (d)



52 

第 2節 室温条件下における長期安定性評価 

第 1節では、A3、B8、C13、D18、E23、F28、G33および G34の過酷条件下におけ

る短期安定性を評価した。本節では、これらの試験製剤を次の室温条件下における長

期安定性を評価することを目的とした。 

室温条件下での 3か月、6か月および 12か月後の濁度、DZP 含有率、ゼータ電位、

粒子径、PDIおよび粒度分布を Table 16および Fig. 25から Fig. 32 に示した。 

 3 か月後、全ての試験製剤は濁度 0 の ME であり、粒子径、PDI および粒度分布に

ほとんど変化がなかった (Table 16 and Fig. 25 a and b~32)。また、DZP 含有率も全ての

試験製剤が 95%以上を示した (Table 16)。これらのことから、室温条件下の 3か月間

ではMEの形態は変化せず、薬物変動も少ないことが示された。 

 6 か月後、G34 の濁度は 1.8 を示し、試験前と比べて粒子径は約 22.8 倍、PDI は約

37 倍が大きくなり、単峰性から二峰性の粒度分布に変化した (Table 16 and Fig. 32 a 

and c)。このことは G34 が ME からエマルションへ変化したことを示す。一方、DZP

含有率は D18>E23>F28 の順で高く、特に D18は粒子径および PDIにもほとんど変化

が認められず、単峰性の粒度分布を維持していた (Table 16, Fig. 28 a and c)。 

12 か月後、G33 の濁度は 1.9 となり ME からエマルションに変化した (Table 31)。

DZP 含有率は試験前と比べると G34は 70%台まで低下し、A3、B8、C13、G33は 80%

台に低下した (Fig. 32 a and d, 25~27, 31)。一方、F28、E23および D18 は 94.1%、96.1%

および 99.1%であり、特に D18は試験前と比べて製剤学的パラメータはほとんど変化

が認められなかった (Fig. 28 a and d~30)。 

以上の結果より室温条件下における長期安定性は全ての試験製剤の中で特に D18、

E23および F28 の製剤学的安定性が高いことが明らかになり、この結論は、第 1節の

短期安定性と同様であった。従って、次章からは D18、E23および F28の安全性を評

価することとした。 
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No.
Pharmaceutical 

parameters

Immediately

after preparation
3 months 6 months 12 months

A3

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 99.6 ± 0.3 93.9 ± 0.8 83.5 ± 1.9

Zeta potential (mV) 0.25 ± 0.29 -0.66 ± 0.63 -0.27 ± 0.54 -0.84 ± 0.70

Particle size (nm) 13.4 ± 4.7 14.8 ± 6.2 20.8 ± 15.4 66.5 ± 67.5

PDI 0.25 ± 0.07 0.19 ± 0.05 0.22 ± 0.16 0.21 ± 0.15

B8

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 99.6 ± 0.1 96.6 ± 1.5 85.5 ± 2.9

Zeta potential (mV) 0.06 ± 0.02 -0.06 ± 0.33 0.01 ± 0.37 -0.50 ± 0.32

Particle size (nm) 20.7 ± 2.0 17.7 ± 0.7 25.8 ± 7.0 126.5 ± 181.4

PDI 0.28 ± 0.01 0.29 ± 0.01 0.27 ± 0.08 0.28 ± 0.02

C13

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 99.6 ± 0.2 97.1 ± 0.3 88.5 ± 0.7

Zeta potential (mV) 0.59 ± 0.17 -0.12 ± 0.60 -0.10 ± 0.13 -0.23 ± 0.44

Particle size (nm) 34.0 ± 13.3 36.3 ±0.8 37.1 ± 0.4 325.4 ± 306.9

PDI 0.21 ± 0.06 0.26 ± 0.01 0.25 ± 0.01 0.40 ± 0.40

D18

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.2 99.6 ± 0.3 99.1 ± 0.8

Zeta potential (mV) 0.74 ± 0.39 0.01 ± 0.51 -0.28 ± 0.28 -0.33 ± 0.39

Particle size (nm) 41.7 ± 1.6 41.1 ± 2.4 39.9 ± 2.7 38.7 ± 2.1

PDI 0.19 ± 0.01 0.28 ± 0.02 0.23 ± 0.01 0.25 ± 0.02

E23

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 99.9 ± 0.1 99.5 ± 0.6 96.1 ± 3.7

Zeta potential (mV) 0.09 ± 0.15 -0.83 ± 0.52 -0.73 ± 1.04 0.11± 0.28

Particle size (nm) 93.3 ± 9.7 80.7 ± 106.8 95.0 ± 111.3 216.4 ± 333.2

PDI 0.10 ± 0.15 030 ± 0.10 0.25 ± 0.13 0.44 ± 0.28

F28

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 99.8 ± 0.3 99.3 ± 0.2 94.1 ± 1.7

Zeta potential (mV) 0.00 ± 0.02 0.06 ± 0.30 0.29 ± 0.18 0.15 ± 0.30

Particle size (nm) 92.4 ±9.7 69.6 ± 2.7 151.0 ± 3.5 169.0 ± 41.4

PDI 0.11 ± 0.00 0.16 ± 0.01 0.53 ± 0.15 0.25 ± 0.10

G33

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 1.9 ± 0.0

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 97.3 ± 0.9 92.4 ± 1.5 82.0 ± 1.1

Zeta potential (mV) -0.00 ± 0.01 0.05 ± 0.42 -0.38 ± 0.12 -0.10 ± 0.42

Particle size (nm) 42.8 ± 4.2 144.7 ± 3.5 153.3 ± 6.7 3303.6 ± 5582.7

PDI 0.23 ± 0.01 0.64 ± 0.02 0.62 ± 0.04 0.29 ± 0.21

G34

Turbidity 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 1.8 ± 0.0 1.9 ± 0.1

Residual rate (%) 100.0 ± 0.0 95.4 ± 1.6 91.0 ± 1.8 79.2 ± 3.3

Zeta potential (mV) 0.03 ± 0.05 -0.16 ± 0.08 0.35 ± 0.31 -0.19 ± 0.63

Particle size (nm) 156.0 ± 15.4 150.3 ± 6.7 1585.3 ± 784.5 1640.0 ± 658.7

PDI 0.03 ± 0.01 0.62 ± 0.05 1.1 ± 0.33 1.14 ± 0.84

Data represent mean ± S. D. (n = 3).

Table 16 Turbidity, residual rate, zeta potential, particle size, and PDI

of (a) immediately, (b) 3 months, (c) 6 months (d) 12 months after preparation of No.

A3, B8, C13, D18, E23, F28, G33, and G34.
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Fig. 26 Particle size distribution of (a) before the test, (b) 3 months later, (c) 6

months later, and (d) 12 months later of No. B8.

B8 (n=1) B8 (n=2) B8 (n=3)

(a) (b)

(c) (d)

 

Fig. 25 Particle size distribution of (a) before the test, (b) 3 months later, (c) 6

months later, and (d) 12 months later of No. A3.

A3 (n=1) A3 (n=2) A3 (n=3)

(a) (b)

(c) (d)
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Fig. 27 Particle size distribution of (a) before the test, (b) 3 months later, (c) 6

months later, and (d) 12 months later of No. C13.

C13 (n=1) C13 (n=2) C13 (n=3)

(a) (b)

(c) (d)

Fig. 28 Particle size distribution of (a) before the test, (b) 3 months later, (c) 6

months later, and (d) 12 months later of No. D18.

(a) (b)

(c) (d)

D18 (n=1) D18 (n=2) C18 (n=3)



56  

Fig. 29 Particle size distribution of (a) before the test, (b) 3 months later, (c) 6

months later, and (d) 12 months later of No. E23.

(a) (b)

(c) (d)

E23 (n=1) E23 (n=2) E23 (n=3)

Fig. 30 Particle size distribution of (a) before the test, (b) 3 months later, (c) 6

months later, and (d) 12 months later of No. F28.

(a) (b)

(c) (d)

F28 (n=1) F28 (n=2) F28 (n=3)
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Fig. 31 Particle size distribution of (a) before the test, (b) 3 months later, (c) 6

months later, and (d) 12 months later of No. G33.

(a) (b)

(c) (d)

G33 (n=1) G33 (n=2) G33 (n=3)

Fig. 32 Particle size distribution of (a) before the test, (b) 3 months later, (c) 6

months later, and (d) 12 months later of No. G34.

(a) (b)

(c) (d)

G34 (n=1) G34 (n=2) G34 (n=3)
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第 3 章 ME 製剤の鼻粘膜に対する安全性評価 

 

第 1節 経鼻製剤に推奨される pH範囲の判定 

 第 2章の結果より、D18、E23および F28 のME製剤は製剤学的に安定性が高いこ

とが明らかになった。本章では、安全性が最も高いと考えられる試験製剤を選択する

ことを目的として、上記の試験製剤の中から鼻粘膜に対する安全性を評価した。点鼻

製剤は、pH4.5 から 6.5 に調整することが推奨されており、その理由としては極端に

低いか高い pH の場合は、鼻粘膜に傷害を起こす可能性がある 81)。試験製剤の pH 測

定結果を Fig. 33に示した。E23および F28 の pHは推奨される pH範囲よりも低い値

を示したが、D18 は推奨される pH 範囲内の値を示した (Fig. 33)。この結果は、D18

が経鼻製剤用の基剤として利用できる可能性が示唆された。 
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第 2節 乳酸脱水素酵素漏出による鼻粘膜傷害性評価 

 本節では、D18、E23 および F28 のME製剤の鼻粘膜に対する傷害性を、i.n. 投与 5

分後に生理食塩液を用いて鼻粘膜から漏出した乳酸脱水素酵素 (lactate dehydrogenase, 

LDH) を回収し、LDH 漏出率を算出することで、明らかにすることを目的とした。コ

ントロールは第 1編で用いた DZP注射液、ネガティブコントロールには生理食塩液、

ポジティブコントロールには鼻粘膜傷害性を示すと報告されている 1%タウロ-24,25

ジヒドロフシジン酸 (STDHF) を用いた 82)。その結果を Fig. 34 に示した。D18、E23

および F28 の i.n. 投与による 5分後の LDH 漏出率は、それぞれ 3.0、4.6および 6.2％

となった (Fig. 34)。一方、DZP 注射液は 5.0%、1%STDHF は 10%の LDH漏出率を示

した (Fig. 34)。試験した中で最も LDH漏出率が低かった D18は DZP 注射液よりも有

意に低かった (Fig. 34)。このことから第 4章では、ラットに i.n. 投与する試験製剤は

D18のME製剤を用いることとした。 

 

0

20

40

60

80

100

120

L
D

H
 L

ea
k

a
g

e 
R

a
te

 (
%

)

Saline DZP sol. D18 E23 F28 1%

STDHF

Fig. 34 LDH leakage rate from nasal mucosa 5 min after i.n. administration of
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第 4 章 DZP含有 ME 製剤の i.n. 投与による体内動態 

 

第 1節 DZP含有 ME製剤および DZP溶液の i.n. 投与による 

全身循環系への移行性 

これまでの実験結果より、最適化した D18を DZP 含有ME製剤として、ME50 (50 

mg/mL) を調製し、0.5 mg/kg で i.n. 投与したときの全身循環系への移行性を明らかに

することを目的とした。また、薬物吸収性に対する ME化の影響を明らかにするため

に、比較対象を DZP 注射液 (5 mg/mL) として、それと同じ DZP 含有濃度に調製した

ME5 (5 mg/mL) を用いた。ME5およびME50 を i.n. 投与するときの投与容量は、ME5

では DZP 注射液と同容量、ME50ではその 10分の 1容量となる。 

DZP 含有 ME 製剤を i.n. 投与したときの血漿中濃度－時間プロファイルを Fig. 35

に、体内動態パラメータを Table 17 に示した。i.n. 投与において、ME50 は、DZP 注

射液の投与液量の 10 分の 1 容量にもかかわらず、ka、Cmax. p、AUC0→180および F0→180

がそれぞれ DZP 注射液のときと同等の値を示し、Tmax. p は 2分間の有意な短縮が認め

られた (Table 17)。一方、ME5および DZP 注射液は、Cmax. pへの到達時間は変わらな

かったが、ME5 での ka および Cmax. p は DZP 注射液のそれらより有意に高くなった 

(Fig. 35 and Table 17)。ME5 を投与したときの AUC0→180および F0→180は、27.2 min・

µg/mLおよび 32.8%であり、DZP 注射液を投与したときのそれらに比べて有意に上昇

した (Table 17)。 

これらの結果は、ME 化により DZP の全身吸収性が向上し、鼻腔内への製剤の適用

容量の減量に有用な製剤学的工夫となり得ると考えられた。 
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Fig. 35 Plasma concentration profiles of DZP after i.n. administration (0.5 mg/kg)  of 

DZP injection (5 mg/mL) or ME formulations (ME5, ME50) in rats. 

●：DZP injection, ▲：5 mg/mL (ME5), ■：ME50 (50 mg/mL).

Each data represents the mean S.E. (n = 3-4).

Table 17 Pharmacokinetic parameters of DZP after i.n. administration (0.5 mg/kg) of

DZP injection (5 mg/mL) or ME formulations (ME5, ME50) in rats.

Test 

formulat

ion

ka

(min-1)

Cmax

(μg/mL)

Tmax

(min)

AUC0→180

(μg/mL・min)

F0→180

(%)

DZP 

injection

0.034 

± 0.000

0.322 

± 0.011

5.0 

± 0.0

21.7

± 2.4

26.2

± 3.0

ME5
0.065

± 0.001

0.424 

± 0.011

5.0 
± 0.0

27.2

± 1.5

32.8

± 1.8

ME50
0.042 

± 0.000

0.320 

± 0.020

3.0 
± 0.0

17.5

± 1.5

21.2

± 1.8

Each data represents the mean S.E. (n = 3-4).
✻：p < 0.05, ✻✻：p < 0.01, n.s. : not statistically significant (Tukey-Kramer test).
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第 2 節 DZP 含有 ME 製剤および DZP 注射液の i.n. 投与による 5 分後

の各種脳組織および CSFへの移行性 

DZP 含有ME製剤として、ME50 (50 mg/mL) を調製し、0.5 mg/kg で i.n. 投与によ

る 5 分後の DZP の各種脳組織および CSF への移行性を明らかにすることを目的とし

た。また、薬物吸収性に対する ME化の影響を明らかにするために、比較対象を DZP

注射液 (5 mg/mL) として、それと同じ DZP 含有濃度に調製した ME5 (5 mg/mL) を用

いた。 

ME5とME50および DZP 注射液を用いて、0.5 mg/kg で i.n. 投与 5分後の全脳、後

脳、嗅球、三叉神経および CSF 中濃度を Fig. 36に示した。DZP 注射液の 10分の 1容

量のME50を i.n. 投与 5分後の各種脳組織および CSF 中 DZP 濃度は、DZP 注射液と

比較して有意な差は認められなかった (Fig. 36 b~f)。一方、ME5は、DZP 注射液に比

較して前脳および後脳中の DZP 濃度がそれぞれ 1.9倍と有意に高く (Fig. 36 b, c)、前

脳および後脳に至る経路に存在する嗅球、三叉神経および CSF 中の DZP 濃度も 1.6

倍、2.2倍および 1.5倍有意に上昇した (Fig. 36 d~f)。i.n. 投与後の全ての試験製剤は、

前脳よりも後脳中 DZP 濃度が高いことから、後脳領域への移行に関与する三叉神経

中 DZP 濃度が最も高く、次に前脳領域への移行に関与する嗅球中 DZP 濃度が高かっ

た (Fig. 36)。 

これらの結果は、ME5 が DZP 注射液に比較して脳移行性が高く、さらに投与容量

が DZP 注射液の 10 分の 1 容量の ME50 において DZP 注射液と同等な脳移行性を示

したことから、ME 化は全身循環系への吸収性だけではなく脳移行性を向上させる可

能性があると考えられた。 
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Fig. 36 DZP concentration in the (a) plasma, (b) forebrain, (c) hindbrain, (d) olfactory

bulb, (e) trigeminal nerve, and (f) CSF 5 minutes after i.v. or i.n. administration (0.5

mg/kg) of DZP injection (5 mg/mL) or ME formulations (ME5, ME50) in rats.

：DZP injection, ：5 mg/mL (ME5), ：50 mg/mL (ME50).

Each data represents the mean S.E. (n = 3-12).
✻：p < 0.05, ✻✻：p < 0.01 , n.s. : not statistically significant (Tukey-Kramer test).
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第 5 章 DZP 含有 ME 製剤の i.n. 投与後の PTZ 誘発性 SE モデ

ルラットに対する痙攣抑制効果 

 

ME50 を i.n. 投与したときの DZP の痙攣抑制効果を明らかにすることを目的とし

た。また、薬物吸収性に対する ME化の影響を明らかにするために、ME5 (5 mg/mL) 

と同じ DZP 濃度である DZP 注射液を比較対象として用いた。 

ME50、ME5および DZP 注射液を i.n. 投与したときの DZP の痙攣抑制効果を Table 

18に示した。ME50を i.n. 投与したときの痙攣抑制発現率は 50%を示し、痙攣抑制潜

時時間は DZP 注射液よりも 5.7 分有意な延長が認められた (Table 18)。また、i.n. 投

与したときの痙攣再発生率は DZP 注射液では 40％であるのに対して、ME50 および

ME5 では同じ 0％だった (Table 18)。一方、DZP 注射液および ME5 を i.n. 投与した

とき、痙攣抑制発現率は 100%だったが、ME5 を投与したときの痙攣抑制潜時時間は

DZP 注射液に比較して 1.5分有意に延長した (Table 18)。 

これらの結果より、投与容量の大きいME5は DZP注射液と同等の効果を示したが、 

投与容量が 10 分の 1 容量の ME50 の i.n. 投与ではその効果が減弱することが明らか

になった。 
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Test 

formulation

Seizure suppression

rate (%)

Seizure suppression 

time (min)

Seizure recurrence 

rate (%)

ME50
50

(3/6)

7.9

±1.8

0

(0/3)

ME5
100

(6/6)

3.7

±0.5

0

(0/6)

DZP solution
100

(10/10)

2.2

±0.5

40

(4/10)

Table 18 Seizure suppression effect 5 minutes after i.n. administration (0.5 mg/kg) of

DZP injection (5 mg/mL) or ME formulations (ME50, ME5) in the PTZ-induced SE

model rats.

Each data represents the mean S.E. (n = 6-10).
✻：p < 0.05, ✻✻：p < 0.01 (Tukey-Kramer test).

✻✻

✻✻

✻✻
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第 6 章 本編の小括および考察 

 

本編では、臨床で用いられる DZP 注射液 (5 mg/mL) の i.v. 投与量 (0.5 mg/kg) を

鼻腔内へ適用可能な容量に調整するため、ME に対する DZP の溶解度が 50 mg/mL 以

上で、製剤学的に安定性が高く、かつ鼻粘膜に対して安全性の高い DZP 含有 ME 製

剤の開発を検討した。さらに、各種MEの中から最適化した DZP 含有 ME製剤を i.n. 

投与したときの体内動態および痙攣抑制効果を DZP 注射液と比較することで ME 化

の有用性を検討した。 

各種MEの中から最適化したME製剤の疑似 3元状態図、製剤学的パラメータおよ

び粒度分布をそれぞれ Fig. 37、Table 19および Fig. 38に示した。最適化した各相の混

合割合は Smix相 (Lab:Dpg ＝ 1:1) 40%、Omix相 30%およびW相 30%で、MEに対す

る DZP の溶解度が 50 mg/mL 以上の o/w型製剤を調製することができた (Fig. 37 and 

Table 19) 。Li らは Smix相 (tween80:propylene glycol:ethanol = 31%:31%:8%) 濃度 70%、

Kaurらは Smix相 (labrasol:transcutol:ethanol = 25%:37.5%:12.5%) 濃度 75%の DZP 含有

ME製剤を調製したことを報告している 25, 26)。これらの研究報告と比較すると、本研

究で最適化した DZP 含有 ME 製剤は 30%以上の界面活性剤濃度を抑えて調製するこ

とができた。70%以上の Smixを含有したMEは鼻粘膜に対して傷害を伴うことで吸収

が促進することが考えられるため、鼻粘膜傷害性を評価する必要があるが、これらの

報告はそれに関する試験は実施していない。本研究では、鼻粘膜傷害性の評価として、

ME製剤の i.n. 投与による 5分後の鼻粘膜からの LDH漏出率を評価した。その結果、

最適化した DZP 含有 ME製剤は 1%STDHF よりも LDH漏出率が著しく低く、臨床で

用いられる DZP 注射液よりも低いことが明らかになった (Fig. 34)。このことから、

本研究で最適化した DZP 含有 ME 製剤は比較的安全性が高いことが示され、粘膜傷

害を引き起こすことなく薬物の速やかな吸収を可能にすると考えられた。 

DZP 注射液 (5 mg/mL) と同濃度のME5 (5 mg/mL) を i.n. 投与 (0.5 mg/kg) したと
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きの血中濃度、各種脳組織および CSF 中濃度は、ME5の方が DZP 注射液よりも有意

に高く、ME 化により全身吸収性および脳移行性が向上することが明らかになった。

また、DZP 注射液 (5 mg/mL) に対して投与容量が 10 分の 1 の ME50 (50 mg/mL) で

あっても DZP 注射液と同等な全身吸収性および脳移行性が得られたことも、ME化に

よる吸収促進効果を裏付けている。これらのことから、DZP 注射液よりも ME化した

製剤は、鼻粘膜を介した透過性を高めることで、全身循環への移行を促進し、Li や

Kaur らの報告と一致した 25, 26)。さらに、本検討では ME 化による脳移行性の亢進に

ついても新たに明らかにした。i.n. 投与後の DZP の各種脳組織および CSF への移行

は、三叉神経>嗅球>CSF>後脳>前脳の順で DZP 濃度が高く、この傾向が全ての試験

製剤で同様であったことから、DZP の鼻腔から各種脳組織および CSF への移行分布

が明らかになった。特に、後脳領域に関与する三叉神経中 DZP 濃度が高いことから、

i.n. 投与後の速やかな痙攣抑制効果に起因する NTB は三叉神経経路による影響の可

能性が考えられた。 
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Smix Phase: Lab : Dpg = 1 : 1

Omix Phase: Ba : Ta = 1 : 1

Water Phase: Purified water

■: ME area

□: Non-ME area

●: Smix : Omix : W 

= 40% : 30% : 30%

Omix

Smix W

●D18

Fig. 37 Three-phase region when Smix Phase (Lab : Dpg = 1 : 1), Omix Phase (Ba :

Ta = 1 : 1), and Water Phase (Purified water) are mixed.

Table 19 Solubility, Viscosity, Zeta potential, Particle size, and PDI of No. 18 in

the three-phase region.

No.
Solubility

(mg/mL)

Viscosity 

(mpa·s)

Zeta potential

(mV)

Particle size 

(nm)
PDI

D18
65.4

± 2.0

2.9

± 0.0

0.3

± 0.8

41.8

± 1.3

0.20

± 0.01

Data represent mean ± S. D. (n = 3-6).
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━ D18 (n=1) ━ D18 (n=2) ━ D18 (n=3) ━ D18 (n=4) ━ D18 (n=5) ━ D18 (n=6)

Fig. 38 Particle size distribution of No. D18.
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第 3 編 

DZP 含有 ME製剤の鼻腔内へ spray 投与による体内動

態および痙攣抑制効果 

 

臨床における薬剤の i.n. 投与は、主に drop 式または spray式による方法が一般的で

ある。drop式は、注射器やスポイトを用いて数滴ずつ鼻腔に流し込むことで薬剤を注

入する方法である 20)。この方法は、spray 投与よりも液滴が大きいため、投与容量や

投与速度によっては不快に感じやすく、頭の位置が不適切な場合は、薬剤が鼻腔外お

よび咽頭側へ流出する可能性がある 20, 83, 84)。一方、spray 式は、粘膜噴霧装置や単位

用量ポンプを用いて鼻腔内に直接薬剤を一定量噴霧する方法である 20, 30-32)。この方法

は、鼻腔内へ細かい霧状にして適用することによって、薬剤の鼻腔外および咽頭側へ

の流出が少なくなり、鼻粘膜全体から吸収されるため、バイオアベイラビリティの向

上を期待できる 85-87)。また、spray 投与は、患者がどのような態勢でも投与すること

ができるため、投与者側の技術的な訓練を必要としない。そのため、spray投与が最も

よく用いられる鼻腔内投与法である。一方、非臨床試験では、i.n. 投与後の薬物動態

および薬理効果を評価するために汎用性の高いラットを用いることが多い。このとき

の i.n. 投与方法は、マイクロシリンジに取り付けたポリエチレンチューブ、またはマ

イクロピペッターに装着したチップを介してラット鼻孔内に適用する 33, 34)。第 2編の

第 4 章および第 5 章では、本編で用いた DZP 含有 ME 製剤をラット鼻孔内に drop 投

与し、薬物動態および痙攣抑制効果を評価した。その結果、5 mg/mL のME製剤を適

用したときでは、同濃度の DZP 注射液を投与したときと比較して DZP の全身循環へ

の移行および脳移行が向上し、同等な痙攣抑制効果を示した (Figs. 35 and 36, Table 18)。

一方、50 mg/mL の ME 製剤を適用したときでは痙攣抑制効果の低下が認められた 

(Table 18)。このときの投与容量は 5 mg/mL の試験製剤を投与したときの 10分の 1と



71 

なることから投与方法を工夫することによって薬物動態および痙攣抑制効果を改善

できる可能性があると考えた。 

これまでにいくつかの臨床研究から、鼻腔内への spray 投与は、drop 投与よりも速

やかに全身循環系へ移行し、バイオアベイラビリティが上昇することから、その要因

の一つとして粘膜吸収領域の拡大が影響していると報告されている 85-87)。しかし、粘

膜吸収領域の拡大と脳実質への薬物移行性との関係は報告されていない。また、ラッ

トを用いた基礎研究においても鼻腔内への drop投与に比べて、鼻腔内への spray投与

は、粘膜吸収領域がどの程度拡大し、その領域拡大が全身吸収性および脳移行性にど

の程度影響を及ぼしているのかについて詳細に検討された報告はない。さらに、鼻腔

の呼吸部からは全身への移行、嗅覚部からは脳への移行が高いと解剖学的な観点から

論述されることがあるが、前述の領域拡大が呼吸部および嗅覚部からの全身循環系へ

の移行や脳実質への直接移行との関係ついて詳細に検討した報告はない。 

そこで本編では、DZP 含有ME製剤を鼻腔内に spray (i.n.-spray) 投与したときの薬

物動態および痙攣抑制効果を鼻腔内へ drop (i.n.-drop) 投与したときと比較することで

その有用性を検討した。さらに、DZP を i.n. 投与したときの体内動態および薬理効果

に対する粘膜吸収領域の影響を明らかにすることを目的として、濃度の異なるDZP含

有ME製剤を用量固定 (0.5 mg/kg) 条件下で i.n.-sprayおよび i.n.-drop投与したときの

粘膜吸収面積と全身吸収性、脳移行性および痙攣抑制効果との関係をそれぞれ評価し

た。 

第 1 章では、DZP 含有 ME 製剤を i.n.-spray 投与したときの薬物動態を i.n.-drop 投

与と比較することでその有用性を検討した。第 2章では、第 1章と同様に試験製剤を

投与し痙攣抑制効果から i.n.-spray 投与の有用性を検討した。第 3章では、濃度の異な

るメチレンブルー含有 ME溶液 (50 mg/mL: ME50、20 mg/mL: ME20、10 mg/mL: ME10、

5 mg/mL: ME5) を用量固定 (0.5 mg/kg) 条件下で i.n.-sprayおよび i.n.-drop投与し、粘

膜着色領域を観察した。粘膜着色領域の測定は最も濃い領域 (P1) と薄い領域 (P2) 

に分け、さらにそれらの合計領域についてそれぞれの面積率を算出した。その P1 面
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積率と濃度の異なる DZP 含有 ME 製剤を用量固定 (0.5 mg/kg) 条件下で i.n.-spray お

よび i.n.-drop投与したときの血漿中濃度および体内動態パラメータとの関係性を検討

した。また、P1面積率と各種脳組織中濃度および痙攣抑制潜時時間との関係性を検討

した。 

以下、得られた結果について論述する。 
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第 1 章 DZP 含有 ME 製剤の鼻腔内へ spray および drop 投与

による体内動態 

 

第 1節 DZP含有 ME製剤の鼻腔内へ spray および drop投与による 

全身循環系への移行性 

本節では DZP 含有 ME製剤 (5 mg/mL: ME5、50 mg/mL: ME50) の i.n.-spray投与に

よる全身循環系への移行性を i.n.-drop投与したときと比較した。 

 ME5 を i.n.-spray および i.n.-drop 投与したときの血漿中濃度-時間プロファイルを

Fig. 39に、体内動態パラメータを Table 20に示した。また、ME50を i.n.-spray投与お

よび i.n.-drop 投与したときの血漿中濃度-時間プロファイルを Fig. 40 に、体内動態パ

ラメータを Table 21 に示した。ME5を用いて i.n.-spray投与したときの 1、3および 5

分後の血漿中濃度は、i.n.-drop投与よりも有意に高く、i.n.-spray投与での kaは、i.n.-

drop投与時よりも有意に高かった (Fig. 39 and Table 20)。すなわち、i.n.-spray投与し

たときの血漿中濃度は速やかに上昇し、5分以降は i.n.-sprayと i.n.-drop投与ともに同

様な推移で低下した (Fig. 39)。i.n.-spray 投与したときの AUC0→180および F0→180は、

i.n.-drop投与よりも有意に高かった (Table 20)。また、ME5と 10分の 1の投与容量の

ME50を用いた i.n. -spray および i.n. -drop投与したときの比較では、ME5を用いたと

きと同様な傾向が認められた (Figs. 39 and 40, Tables 20 and 21)。 

以上のことから、製剤中の DZP 濃度にかかわらず、i.n.-spray 投与は、i.n.-drop投与

に比較して全身吸収性が向上した。さらに、i.n.-spray 投与は、少量の投与容量であっ

ても速やかな吸収性が得られたことから、鼻粘膜吸収領域に対して広く薬液を適用で

きていると考えられた。 
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Fig. 39 Plasma concentration profiles of DZP after i.n.-spray or i.n.-drop

administration (0.5 mg/kg) of ME formulations (ME5) in rats.

▲：i.n.-spray administration ▲：i.n.-drop administration.

Each data represents the mean S.E. (n = 3-4).

Table 20 Pharmacokinetic parameters after i.n.-spray or i.n.-drop administration (0.5

mg/kg) of ME formulations (ME5) in rats.

Dosage 

form

ka

(min-1)

Cmax

(μg/mL)

Tmax

(min)

AUC0→180

(μg/mL・min)

F0→180

(％)

i.n.-spray
0.070  

± 0.001

0.514

± 0.008 

5.0 

± 0.0

30.3

± 2.8

36.6

± 3.3

i.n.-drop
0.065

± 0.001

0.424 

± 0.011

5.0 
± 0.0

27.2

± 1.5

32.8

± 1.8

Each data represents the mean S.E. (n = 3-4).
✻ ：p < 0.05, n.s. : not statistically significant, compared with i.n.-drop administration

(student’s t-test).

n.s.✻ ✻ ✻ ✻
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Fig. 40 Plasma concentration profiles of DZP after i.n.-spray or i.n.-drop

administration (0.5 mg/kg) of ME formulations (ME50) in rats.

■：i.n.-spray administration. ■：i.n.-drop administration.

Each data represents the mean S.E. (n = 3-4).

Table 21 Pharmacokinetic parameters after i.n.-spray or i.n.-drop administration (0.5

mg/kg) of ME formulations (ME50) in rats.

Dosage 

form

ka

(min-1)

Cmax

(μg/mL)

Tmax

(min)

AUC0→180

(μg/mL・min)

F0→180

(%)

i.n.-spray
0.055 

± 0.002

0.337

± 0.062

3.0

± 0.0

22.0

± 3.0

26.6

± 3.7

i.n.-drop
0.042 

± 0.000

0.320 

± 0.020

3.0

± 0.0

17.5

± 1.5

21.2

± 1.8

Each data represents the mean S.E. (n = 3-4).
✻ ：p < 0.05, n.s. : not statistically significant, compared with i.n.-drop administration

(student’s t-test).

n.s.✻ ✻ ✻ ✻
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第 2節 DZP含有 ME製剤の鼻腔内へ spray および drop投与による 

各種脳組織および CSFへの移行性 

本節では、DZP 含有 ME製剤 (5 mg/mL: ME5、50 mg/mL: ME50) の i.n.-spray投与

による 5 分後の各種脳組織および CSF への移行性を i.n.-drop 投与したときと比較し

た。 

ME5 および ME50 を i.n.-spray または i.n.-drop 投与したときの各種脳組織および

CSF 中 DZP 濃度を Fig. 41および Fig. 42に示した。ME5を用いて i.n.-spray 投与した

ときの各種脳組織および CSF 中 DZP 濃度は、i.n.-drop 投与よりも全て有意に高かっ

た (Fig. 41 b~f) 。そのときの血漿中 DZP 濃度は、i.n.-drop 投与よりも i.n.-spray投与

の方が 1.2 倍有意に高かったが、嗅球、三叉神経および CSF 中濃度では i.n.-spray 投

与のときの方が i.n.-drop 投与のときよりもそれぞれ 2.8 倍、2.2 倍および 2.5 倍を示

し、血漿中濃度に比べてその差は大きくなった (Fig. 41 a, d~f)。ME50 を用いて i.n.-

spray 投与および i.n.-dropしたときの各種脳組織および CSF 中 DZP 濃度の比較では、

投与容量に関係なくME5 の結果と同様な傾向が認められた (Fig. 42 b~f)。 

以上のことから、製剤中の DZP 濃度にかかわらず、i.n.-spray 投与は i.n.-drop 投与

に比較して脳移行性が向上した。 
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Fig. 41 DZP concentration in the (a) plasma, (b) forebrain, (c) hindbrain, (d) olfactory

bulb, (e) trigeminal nerve, and (f) CSF 5 minutes after i.n.–spray or i.n.-drop

administration (0.5 mg/kg) of ME formulations (ME5) in rats.

：i.n.-spray administration, ：i.n.-drop administration

Each data represents the mean S.E. (n = 3-12).
✻：p < 0.05, ✻✻：p < 0.01 compared with i.n.-drop administration (student’s t-test).
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Fig. 42 DZP concentration in the (a) plasma, (b) forebrain, (c) hindbrain, (d) olfactory

bulb, (e) trigeminal nerve, and (f) CSF 5 minutes after i.n.–spray or i.n.-drop

administration (0.5 mg/kg) or ME formulations (ME50) in rats.

：i.n.-spray administration, ：i.n.-drop administration

Each data represents the mean S.E. (n = 3-12).
✻：p < 0.05, ✻✻：p < 0.01 compared with i.n.-drop administration (student’s t-test).
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第 2 章 DZP含有 ME 製剤を鼻腔内へ spray および drop投与

後の PTZ 誘発性 SE モデルラットに対する痙攣抑制効

果 

本節では、DZP 含有 ME製剤 (5 mg/mL: ME5、50 mg/mL: ME50) の鼻腔内へ spray 

投与したときの痙攣抑制効果を鼻腔内へ drop投与したときと比較した。 

ME5およびME50を i.n.-spray または i.n.-drop 投与したときの痙攣抑制効果をTable 

22 および Table 23 に示した。ME5 を用いて i.n.-spray 投与したときの痙攣抑制発現

率および痙攣再発生率は i.n.-drop 投与と同じく 100%および 0%だった。i.n.-spray 投

与したときの痙攣抑制潜時時間は i.n.-drop 投与よりも 1.5 分有意に短縮した (Table 

22)。また、ME50 を i.n.-spray 投与したときの痙攣抑制発現率は 100%で痙攣抑制潜

時時間は 4.3 分となり、i.n.-drop 投与したときに比べて痙攣抑制効果は向上した 

(Table 23)。 

以上のことから、製剤中の DZP 濃度にかかわらず、i.n.-spray 投与は i.n.-drop 投与

に比較して高い痙攣抑制効果を示した。さらに、ME5の 10分の 1の投与容量のME50

は少量の薬液であるが、i.n.-spray投与により鼻粘膜吸収領域に対して全体的に薬液を

適用することで痙攣抑制潜時時間が短縮したことが考えられた。 
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Table 22 Seizure suppression effect 5 min after i.n.-spray or i.n.-drop administration (0.5

mg/kg) of ME formulations (ME5) in the PTZ-induced SE model rats.

i.n.-spray i.n.-drop

Seizure suppression

rate (%)
100 (6/6) 100 (6/6)

Seizure suppression 

time (min)
2.2 ± 0.2 3.7 ± 0.5

Seizure recurrence rate (%) 0 (0/6) 0 (0/6)

i.n.-spray i.n.-drop

Seizure suppression

rate (%)
100 (6/6) 50 (3/6)

Seizure suppression 

time (min)
4.3±0.3 7.9 ±1.8

Seizure recurrence rate (%) 17 (1/6) 0 (0/3)

Table 23 Seizure suppression effect 5 min after i.n.-spray or i.n.-drop administration (0.5

mg/kg) of ME formulations (ME50) in the PTZ-induced SE model rat.

Each data represents the mean S.E. (n = 10).
✻：p < 0.05, compared with i.n.-drop asministration (student’s t-test).

Each data represents the mean S.E. (n = 6).
✻：p < 0.05, compared with i.n.-drop asministration (student’s t-test).

✻

✻
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第 3 章 DZP含有 ME 製剤の鼻腔内へ spray および dropによ

る体内動態および痙攣抑制効果に対する鼻粘膜吸収領

域の影響 

 

第 1 節 メチレンブルー溶液を用いた i.n. 投与直後の鼻粘膜着色領域の

解析 

本章では、DZP を i.n. 投与したときの体内動態および痙攣抑制効果に対する粘膜吸

収領域の影響を明らかにすることを目的とし、第 1 節では、濃度の異なる DZP 含有

ME製剤 (5 mg/mL: ME5、10 mg/mL: ME10、20 mg/mL: ME20、50 mg/mL: ME50) を用

量固定 (0.5mg/kg) 条件下で i.n.-spray および i.n.-drop 投与したときの粘膜吸収領域を

評価した。 

鼻粘膜着色領域を評価するために、メチレンブルー含有ME溶液を用量固定条件下

で濃度の異なる染色液として調製した。Fig. 43に示すように、メチレンブルー含有 ME

溶液を i.n. 投与したときの着色された鼻粘膜表面を露出した。画像解析ソフトを用い

て輝度を測定し、輝度 0-120 を示す濃い部分 (黒色領域) を P1、輝度 120-170 を示す

薄い部分 (灰色領域) を P2に分類して評価した。メチレンブルー含有 ME溶液を i.n.-

spray 投与したときの粘膜着色領域画像および粘膜着色面積率を Fig. 44 および Table 

24に示した。また、i.n.-drop投与したときの同様の結果を Fig. 45および Table 25に示

した。i.n.-spray 投与では、投与容量によらず薬剤が広範囲かつ鼻腔後方まで広がり、

合計面積率は、ほぼ 100%で一定だった (Figs. 44 and 46, Table 24) 。しかし、最も少な

い投与容量であるME50 を i.n.-drop投与したときの合計面積率は 16.8%だった (Table 

25)。Fig. 44および 45の比較からも明らかなように、少ない投与液を鼻腔内に投与す

る場合は i.n.-spray 投与の方が i.n.-drop 投与よりも粘膜吸収領域全体に適用可能であ

る (Figs.44 and 45)。また、i.n.-drop 投与では P1 面積が鼻腔前方にとどまっているの
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に対して (Fig. 45)、i.n.-spray投与では鼻腔後方まで拡大していた (Fig. 44)。Fig. 46お

よび Fig. 47は、投与容量と合計面積率および P1面積率の関係を示した。i.n.-spray投

与後の P1面積率は、投与容量の増加に伴って上昇し (Figs. 44, 45, and 47, Table 24) 、

i.n.-drop 投与では投与容量の増加に伴って合計面積率および P1 面積率が上昇した 

(Figs. 45~47, Table 24) 。2つの投与形態に共通する投与容量と P1面積率が比例関係で

あることに着目し、本章の第 1 節以降の検討からは P1 面積率との関係を評価するこ

ととした。 

 

 

 

 

 

 

A

Fig. 43 Measurement of colored area of nasal mucosa after i.n. administration of

methylene blue solution in rats.
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Test 

formulation
P1 area (%) P2 area (%) Total (%)

ME50 10.6 ± 1.5 89.2 ± 1.4 99.9 ± 0.1

ME20 41.2 ± 1.2 85.8 ± 1.2 100.0 ± 0.0

ME10 68.8 ± 2.1 31.2 ± 2.1 100.0 ± 0.0

ME5 80.9 ± 1.9 19.1 ± 1.9 100.0 ± 0.0

(D) ME5(C) ME10

(B) ME20(A) ME50

Fig. 44 Binary color map of methylene blue distribution on nasal mucosa immediately 

after i.n.-spray administration (0.5 mg/kg)  of ME formulation in rats.

ME formulation : (A) ME50, (B) ME20, (C) ME10, (D) ME5.

■ P1 area : dark area showing luminance 0-120.

■ P2 area : thin area showing luminance 120-170.

Each data represents the mean S.E. (n = 3).

Each data represents the mean S.E. (n = 3).
✻✻：p < 0.01, n.s. : not statistically significant (Tukey-Kramer test).

Table 24 Coverage rate of methylene blue on nasal mucosa immediately after i.n.-

spray administration (0.5 mg/kg)  of ME formulation (ME50, ME20, ME10, ME5) in 

rats.

✻✻

✻✻

✻✻

✻✻

✻✻

n.c.

✻✻

✻✻

✻✻

✻✻✻✻

n.c.

n.c.

n.c.

n.c.

n.c.

✻✻
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Fig. 45 Binary color map of methylene blue distribution on nasal mucosa immediately 

after i.n.-drop administration (0.5 mg/kg)  of ME formulation in rats.

ME formulation : (A) ME50, (B) ME20, (C) ME10, (D) ME5.

■ P1 area : dark area showing luminance 0-120

■ P2 area : thin area showing luminance 120-170

Each data represents the mean S.E. (n = 3).

Table 25 Coverage rate of methylene blue on nasal mucosa immediately after i.n.-drop 

administration (0.5 mg/kg)  of ME formulation  (ME50, ME20, ME10, ME5) in rats.

Test 

formulation
P1 area P2 area Total

ME50 6.3 ± 0.9 10.4 ± 4.2 16.8 ± 2.9

ME20 18.8 ± 3.2 11.6 ± 5.5 30.4 ± 3.9

ME10 32.3 ± 0.8 28.8 ± 0.8 61.0 ± 2.4

ME5 47.3 ± 2.5 48.0 ± 5.0 95.3 ± 2.9

(A) ME50 (B) ME20

(C) ME10 (D) ME5

✻✻

✻

✻✻

✻✻

✻✻

✻✻

n.c.

✻✻

✻✻

✻✻

✻✻✻

✻✻

✻

✻✻

✻✻

✻✻

✻✻

Each data represents the mean S.E. (n = 3).
✻：p < 0.05, ✻✻：p < 0.01, n.s. : not statistically significant (Tukey-Kramer test).
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Fig. 46 Relationship between i.n.-spray or i.n.-drop administration dosing volume (0.5 

mg/kg) of ME formulation (ME50, ME20, ME10, ME5) in rats and colored Total area 

ratio on nasal mucosa.

● : i.n.–spray administration. ● : i.n.-drop administration.

Each data represents the mean S.E. (n = 3).
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Fig. 47 Relationship between i.n.-spray or i.n.-drop administration dosing volume (0.5 

mg/kg) of ME formulation (ME50, ME20, ME10, ME5) in rats and colored P1 area 

ratio on nasal mucosa.

● : i.n.-spray administration. ● : i.n.-drop administration.

Each data represents the mean S.E. (n = 3).
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第 2節 鼻粘膜着色領域と体内動態パラメータの関係 

本節では、濃度の異なる DZP含有ME製剤を用量固定条件下で i.n.-sprayおよび i.n.-

drop投与したときの体内動態パラメータの関係を評価した。 

濃度の異なる DZP 含有 ME 製剤を用量固定条件下で i.n.-spray および i.n.-drop 投与

したときの全身吸収性に関係する体内動態パラメータである ka、Cmax. p、AUC0→180お

よび Fと P1面積率との関係を Fig. 48に示した。i.n.-sprayおよび i.n.-drop投与したと

きの各種体内動態パラメータと P1 面積率との間にはグラフ中に実線で示すような回

帰直線が得られ、有意な正の勾配を有する相関が認められた (Fig. 48 a~d)。 

以上のことから、全身吸収性に関係する体内動態パラメータは、投与方法に関わら

ず P1面積率に強く依存することが明らかになった。 
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Fig. 48 Relationship between Pharmacokinetic parameters after i.n.-spray or i.n.-drop 

administrationvolume (0.5 mg/kg) of ME formulation (ME50, ME20, ME10, ME5) in 

rats and colored P1 area ratio on nasal mucosa.

Pharmacokinetic parameters : (a) ka, (b) Cmax, (c) AUC, (d) F.

● : i.n.-spray administration. ● : i.n.-drop administration. 

Each data represents the mean S.E. (n = 3).
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第 3節 鼻粘膜着色領域と各種脳組織および CSF 中濃度の関係 

本節では、濃度の異なる DZP含有ME製剤を用量固定条件下で i.n.-sprayおよび i.n.-

drop 投与したときの鼻粘膜着色領域と各種脳組織および CSF 中濃度の関係を評価し

た。 

濃度の異なる DZP 含有 ME 製剤を用量固定条件下で i.n.-spray および i.n.-drop 投与

したときの P1 面積率と前脳、後脳、三叉神経、嗅球、CSF および血漿中濃度との関

係を Fig. 49に示した。i.n.-drop投与では、前脳、後脳、三叉神経、嗅球および CSF 中

濃度と P1面積率との間にはそれぞれのグラフ中の灰色の実線で示すような回帰直線

が得られ、有意な正の勾配を有する相関が認められた (Fig. 49 a~e)。この関係は吸収

に関係する各種体内動態パラメータとの関係と同様な傾向を示した (Fig. 48)。また、

i.n.-spray 投与したときの各種脳組織中濃度は P1 面積率の増加に対して指数関数的に

増大し、i.n.-drop投与したときとその傾向は異なった (Fig. 49 a~e)。 

以上のことから、投与方法の違いは、P1面積率の大きさに影響を及ぼし、その結果

として各種脳組織への薬物送達の違いに関係していることが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



89 

 

y = 0.0027x + 0.2849

r² = 0.9011

r = 0.97

p = 0.00121
0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 20 40 60 80 100

y = 0.2229e0.0182x

r² = 0.965

y = 0.0052x + 0.1546

R² = 0.9853

r = 0.99

p = 0.0000816
0

0.3

0.6

0.9

1.2

0 20 40 60 80 100

y = 2.4776e0.0174x

r² = 0.9984

y = 0.0681x + 1.4235

r² = 0.983

r = 0.99

p = 0.000108
0

5

10

15

0 20 40 60 80 100

y = 1.5248e0.0214x

r² = 0.9955

y = 0.0518x + 0.679

r² = 0.9893

r = 0.99

p = 0.0000428 
0

3

6

9

12

0 20 40 60 80 100

y = 0.114e0.0202x

r² = 0.9905

y = 0.0028x + 0.0824

r² = 1

r = 1.00

p = 0.0000000005378
0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 20 40 60 80 100

P1 area ratio (%) 

y = 0.0967e0.0188x

r² = 0.9976

y = 0.0022x + 0.0665

r² = 0.972

r = 0.99

p = 0.0002924
0

0.2

0.4

0.6

0 20 40 60 80 100

(a) (b)

(c) (d)

(e)
(f)

F
o
r
e
b

r
a

in
 c

o
n

c
e
n

tr
a

ti
o
n

 

(g
/t

is
su

e
)

P1 area ratio (%) 

H
in

d
b

r
a
in

 c
o
n

c
e
n

tr
a
ti

o
n

 

(g
/t

is
su

e
)

O
la

fa
c
to

r
y

 b
u

lb
c
o
n

c
e
n

tr
a

ti
o
n

 

(g
/t

is
su

e
)

T
r
ig

e
m

in
a

l 
n

e
r
v
e
 c

o
n

c
e
n

tr
a

ti
o
n

 

(g
/t

is
su

e
)

C
S

F
 c

o
n

c
e
n

tr
a

ti
o
n

 

(μ
g

/m
L

)

P
la

sm
a

co
n

ce
n

tr
a

ti
o
n

 

(μ
g

/m
L

)

P1 area ratio (%) 

P1 area ratio (%) 

P1 area ratio (%) P1 area ratio (%) 

ME20ME50
ME10

ME5

ME5

ME10

ME50

ME50

ME50

ME50

ME50

ME20 ME20

ME20

ME20

ME20
ME50

ME10

ME10 ME10

ME10

ME10

ME5

ME5 ME5

ME5

ME5

ME5

ME5

ME5

ME5

ME5

ME10

ME10

ME10

ME10 ME10

ME20

ME20

ME20

ME20

ME20

ME20

ME50

ME50 ME50

ME50

ME50

Fig. 49 Relationship between in the various brain tissues concentration after i.n.-spray 

or i.n.-drop administrationvolume (0.5 mg/kg)  of ME formulation (ME50, ME20, 

ME10, ME5) in rats and colored P1 area ratio on nasal mucosa.

Various brain tissues : (a) forebrain, (b) hindbrain, (c) olfactory bulb, (d) trigeminal 

nerve, (e) CSF concentration and (f) Plasma

● : i.n.-spray administration. ● : i.n.-drop administration.

Each data represents the mean S.E. (n = 3).
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第 4節 鼻粘膜着色領域と痙攣抑制効果の関係 

本節では、濃度の異なる DZP含有ME製剤を用量固定条件下で i.n.-sprayおよび i.n.-

drop投与したときの鼻粘膜着色領域と痙攣抑制効の関係を評価した。 

濃度の異なる DZP 含有 ME 製剤を用量固定条件下で i.n.-spray および i.n.-drop 投与

したときの P1 面積率と痙攣抑制潜時時間との関係を Fig. 50 に示した。ME50 を i.n.-

drop投与したときの痙攣抑制潜時時間は 7.9 分を示したが、痙攣抑制発生率は 50% (6

例中の 3 例) と実験した条件の中で著しく低かった (Fig. 50)。その他 ME20 、ME10 

およびME5を i.n.-drop 投与したときの痙攣抑制発生率は 100%であるため、ME50の

プロットを除外し、ME20 、ME10 および ME5 を対象に解析した (Fig. 50)。その結

果、i.n.-drop 投与後の痙攣抑制潜時時間と P1 面積率との間には有意な負の相関が認

められた (Fig. 50)。一方、i.n.-spray投与は i.n.-drop投与の直線性よりも痙攣抑制時間

の短時間側にシフトし、この挙動は第 3 節で示した i.n.-spray 投与したときの各種脳

組織中濃度の変化に対応していると示唆された。 
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Fig. 50 Relationship between Spasm suppression time after i.n.-spray or i.n.-drop 

administrationvolume (0.5 mg/kg) of ME formulation (ME50, ME20, ME10, ME5) in 

rats and colored P1 area ratio on nasal mucosa.

● : i.n.-spray administration, ● : i.n.-drop administration.

Each data represents the mean S.E. (n = 3).
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第 4 章 本編の小括および考察 

 

本編では、DZP 含有 ME製剤 (5mg/mL: ME5、50 mg/mL: ME50) の i.n.-spray投与に

よる体内動態および痙攣抑制効果を i.n.-drop投与したときと比較することでその有用

性を検討した。ME5および ME50の i.n.-spray 投与による血漿、各種脳組織および CSF

中 DZP 濃度は、i.n.-drop投与よりも有意に高く、i.n.-spray投与により全身吸収性およ

び脳移行性が向上することが示唆された (Figs. 39 and 40, Tables 20 and 21)。それに伴

い、ME5 の i.n.-spray 投与による痙攣抑制潜時時間は 2.2 分となり i.n.-drop 投与の 3.7

分よりも有意に短縮した (Table 22) 。さらに、その結果は臨床で用いられる DZP 注

射液を i.v. 投与したときと同等であった (Table 3)。一方、ME50の i.n. -spray投与によ

る痙攣抑制潜時時間は 4.4 分となり、i.n.-drop 投与の 7.9 分よりも有意に短縮した 

(Table 23) 。これは i.n.-drop 投与では粘膜吸収領域に対する製剤適用領域が狭いため

DZP の粘膜透過が制限され、i.n.-spray投与に比べて痙攣抑制時間が延長したと考えら

れた。Hardyや Bryant の臨床研究では、薬液の i.n.-drop投与は i.n.-spray 投与よりも鼻

腔内全体に適用できず、鼻腔外に薬液が漏出すると報告されている 88, 89)。また、i.n. -

drop は i.n.-spray よりもバイオアベイラビリティが低くなると Peter らは報告した 86)。

ラットを用いた本研究では、これらの臨床研究と同様に i.n.-spray 投与によるバイオ

アベイラビリティの向上が明らかになった。さらに、本研究は薬物の体内動態だけで

はなく、薬理効果においても i.n.-spray投与の有用性を明らかにすることができた。 

Jeal らや Yates らの臨床研究では、i.n.-spray 投与したトリアムシノロン、フルチカ

ゾンおよびベクロメタゾンの Cmaxおよび AUC は、用量依存的に増大することを報告

した 90-92)。これは、粘膜吸収領域に対する製剤適用領域の拡大によるものと考えられ

るが、その影響について詳細な研究報告はない。そこで本研究では、DZP の i.n.-spray

および i.n.-drop投与による体内動態および痙攣抑制効果に対する粘膜吸収領域の影響

を明らかにすることを目的とした。DZP 含有 ME 製剤 (5 mg/mL: ME5、10 mg/mL: 
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ME10、20 mg/mL: ME20、50 mg/mL: ME50) を用量固定 (0.5mg/kg) 条件下で濃度の異

なる i.n.-spray および i.n.-drop 投与したときの粘膜吸収面積と全身吸収性、脳移行性

および痙攣抑制潜時時間との関係をそれぞれ評価した。各種体内動態パラメータは、

P1面積率の増加に伴い直線的に上昇し、高い相関を示した (Fig. 48)。このことは、P1

面積率が全身吸収に関係する各種体内動態パラメータの向上に関係し、高い P1 面積

率が得られる i.n.-spray 投与が優れた全身吸収性を示すことを示唆している。一方、各

種脳組織中 DZP 濃度は、i.n.-drop投与では P1 面積率に比例して増大したが、i.n.-spray

投与では i.n.-drop投与に比べて各種脳組織中の DZP濃度は P1面積率の上昇に伴って

より大きな高濃度側への変化が認められた (Fig. 49)。このことは、i.n.-spray投与後の

脳への直接移行に関わる因子として P1面積率だけではなく、特に P1面積率の高いと

きにより強く影響を受ける他の何らかの要因が関係していると考えられた。鼻腔内は、

三叉神経支配を受ける呼吸領域と嗅覚神経および三叉神経支配を受ける嗅覚領域か

ら構成されている 93-95)。Fig. 44 および 45 より、P1 領域は、i.n.-drop 投与において、

鼻腔前方の呼吸領域に、i.n.-spray投与では鼻腔後方の嗅覚領域に存在していた。これ

らのことから、前者では三叉神経を介し、後者では嗅球と三叉神経を介して脳実質へ

移行すると推察された。 

i.n. 投与された薬物の大部分は、鼻腔の呼吸粘膜から吸収されて全身循環系へ移行

する 96)。しかし、一部の薬物は、薬剤を飲み込み、消化管から吸収されることもある

97)。また、鼻腔の嗅覚粘膜から吸収されて、嗅球を介して脳実質へ移行する薬物もあ

る 96)。この直接的な脳実質への移行に関わる NTB 経路は、動物研究で実証されてお

り 98)、それがヒトにも存在することが示唆されている 99)。このことから、i.n. 投与さ

れた薬物は鼻腔後方の嗅覚粘膜から吸収され、速やかに脳実質に移行する可能性があ

ると考えられている。本研究の結果では、DZP は鼻腔前方に存在する呼吸粘膜から吸

収され、三叉神経を介した脳実質への移行が示唆された。このことより、速やかな脳

実質への移行を期待できる NTB 経路を利用するためには、薬剤の標的部位を嗅覚領

域だけだはなく呼吸領域にも拡大することが重要であると考えられた。 
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以上のことから、i.n.-spray 投与は薬液の容量が少なくても鼻粘膜全体に行き渡り、

吸収面積を確保することによって高い吸収性を担保し、DZP 注射液を i.v. 投与したと

きと同等の優れた痙攣抑制効果が得られると考えられた。 
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結論 

 

本研究では、SE の早期抑制を目的とした DZP の i.n. 投与の有用性を明らかにし、

速やかな痙攣抑制を可能にしている鼻腔から脳への移行過程および脳内分布特性を

明らかにすることとした。また、経鼻投与型 DZP 含有ME製剤を調製し、製剤学的、

薬物動態学的、薬理学的評価から総合的に有用性を検討することとした。さらに、経

鼻投与型ME製剤の spray 投与による有用性を明らかにすることとした。 

第 1編では、DZP 注射液の i.n. 投与による体内動態および痙攣抑制効果を i.v. およ

び i.r. 投与と比較することでその有用性を検討した。第 2編では、経鼻投与型 DZP 含

有 ME 製剤の調製と体内動態および痙攣抑制効果を DZP 注射液と比較することでそ

の有用性を検討した。第 3編では、ME製剤の i.n.-spray投与による体内動態および痙

攣抑制効果を i.n.-drop投与と比較することでその有用性を検討した。 

 

1. DZP注射液の i.n. 投与による体内動態および痙攣抑制効果 

DZP注射液の i.n. 投与による体内動態および痙攣抑制効果を評価した。 DZPの i.n. 

投与後の Cmax. pは i.r. 投与よりも高く、短時間で到達し、血漿中、各種脳組織および

CSF 中 DZP 濃度は有意に上昇した (Figs. 1 and 2)。痙攣抑制潜時時間と痙攣抑制直後

の血中 DZP 濃度の関係を評価した。全身循環を介して脳移行する i.v. 、s.c. および i.r. 

投与後の血漿中濃度と痙攣抑制潜時時間との関係は良好な相関を示したが、i.n. 投与

時のデータは、この近似直線には一致せず、低血中濃度で高い痙攣抑制効果が認めら

れた (Fig. 4)。DZP の NTB の移行過程を評価した。i.n. 投与後の各種脳組織および

CSF中 DZP濃度の Tmax. bは 3分で、血中濃度の Tmax. pの 5分よりも短かった (Fig. 4)。

蛍光イメージング画像においても同様の傾向を示した (Fig. 7)。また、DTEおよび DTP

は三叉神経が最も高かった (Table 2)。これらの結果から、DZP の i.n. 投与は、i.r. 投

与よりも体内動態および痙攣抑制効果における有用性が高く、i.n. 投与後の DZP は、
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NTB 経路を効率的に利用し、特に三叉神経経路の寄与が高いことが明らかになった。 

 

2. 経鼻投与型 DZP含有 ME製剤の調製と体内動態および痙攣抑制効果 

臨床で用いられる DZP 注射液の i.v. 投与容量を鼻腔内へ投与可能な容量に調整す

るため、DZP の溶解度を 50 mg/mL 以上にし、製剤学的な安定性が高く、かつ鼻粘膜

に対して安全性の高い DZP 含有ME製剤を開発することとした。その結果、MEを構

成する Omix相内の混合比率 (Tri:Ba = 1:1) 、Smix相内の混合比率 (Lab:Dpg = 1:1) を選

択し、各相の混合割合 (Smix相:Omix相:W相 = 40%:30%:30%) として DZP の溶解度が

50 mg/mL 以上の o/w 型 ME 製剤を調製できた (Fig. 36)。最適化された ME 製剤は、

過重力負荷条件下の安定性、過酷条件下の短期安定性および室温条件下の長期安定性

のいずれの場合でも試験前の製剤学的評価と比較してほとんど変化はなかった。さら

に、その製剤を i.n. 投与したときの LDH 漏出率は、鼻粘膜傷害を示す 1%STDHF と

比較すると 20分の 1 以下だった (Fig. 33)。DZP 含有ME製剤の i.n. 投与による体内

動態および痙攣抑制効果を DZP 注射液と比較することでその有用性を評価した。DZP

注射液と同濃度のME5 を i.n. 投与したときの血漿中、各種脳組織および CSF 中濃度

は、ME5 の方が DZP 注射液よりも有意に高く、ME 化により全身吸収性および脳移

行性が向上することが明らかになった (Figs. 34 and 35)。また、DZP 注射液に対して

投与容量が 10分の 1であっても DZP注射液と同等な全身吸収性および脳移行性が得

られたことも、ME 化による吸収促進効果を裏付けている。以上の結果から、最適化

された DZP 含有 ME 製剤は、製剤学的に安定性が高く、鼻粘膜に対して安全性が高

いことが明らかになった。さらに、その製剤は、DZP 注射液よりも ME化により鼻粘

膜を介した透過を高めることで、全身循環系および各種脳組織および CSF への移行

を促進し、速やかな痙攣抑制効果を誘導していると考えられた。 

 

3. DZP含有 ME 製剤の鼻腔内へ spray 投与による体内動態および痙攣抑制効果 
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DZP 含有 ME 製剤の i.n.-spray 投与による体内動態および痙攣抑制効果を i.n.-drop

投与したときと比較することでその有用性を評価した。ME5および ME50の i.n.-spray

投与による血漿、各種脳組織および CSF 中 DZP 濃度は、i.n.-drop 投与よりも有意に

高かった (Figs. 38 and 39)。それに伴い、ME5 の i.n.-spray投与による痙攣抑制潜時時

間は 2.2分となり i.n.-drop投与の 3.7分よりも有意に短縮した (Table 22)。さらに、そ

の結果は臨床で用いられる DZP注射液を i.v. 投与したときと同等であった (Table 3)。

一方、ME50 の i.n.-spray 投与による痙攣抑制潜時時間は 4.4 分となり、i.n.-drop 投与

の 7.9分よりも有意に短縮した (Table 23)。DZP の i.n.-sprayおよび i.n.-drop投与によ

る体内動態および痙攣抑制効果に対する粘膜吸収領域の影響を明らかにすることを

目的とした。濃度の異なる DZP 含有ME製剤を用量固定条件下で i.n.-sprayおよび i.n. 

-drop 投与したときの粘膜吸収面積と全身吸収性、脳移行性および痙攣抑制潜時時間

との関係をそれぞれ評価した。各種体内動態パラメータは、P1面積率の増加に伴い直

線的に上昇し、高い相関を示した (Fig. 46)。このことは、P1面積率が全身吸収に関係

する各種体内動態パラメータの向上に関係し、高い P1面積率が得られる i.n.-spray投

与が優れた全身吸収性を示すことを示唆している (Fig. 46)。一方、各種脳組織中 DZP

濃度は、i.n.-drop投与で P1面積率に比例して増大したが、i.n.-spray投与で i.n.-drop投

与に比べて各種脳組織中の DZP 濃度の高濃度側へシフトし、P1 面積率の上昇に伴っ

てより大きな高濃度側への変化が認められた (Fig. 47)。このことは、i.n.-spray投与後

の脳への直接移行に関わる因子として P1面積率だけではなく、特に P1面積率の高い

ときにより強く影響を受ける他の何らかの要因が関係していると考えられた。 

以上の結果から、i.n.-spray投与は薬液容量が少なくても鼻粘膜全体に行き渡り、吸

収面積を確保することによって高い吸収性を担保し、DZP 注射液を i.n.-drop投与した

ときと同等の優れた痙攣抑制効果が得られると考えられた。また、粘膜吸収面積と血

漿、各種脳組織中濃度および痙攣抑制潜時時間との関係は、より効率的な脳移行を可

能にするための製剤設計および製剤適用容量に対する知見を与え、DZP 製剤開発や経

鼻型デバイス開発において有益な情報となり得ると考えられる。 
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本研究ではラット用いて検討したが、ヒト鼻腔の上皮構造はラットと異なり、解剖

生理学的分類における呼吸領域はヒトでは 90%であるのに対してラットでは 50%で

あり、嗅覚領域はヒトでは 10%であるのに対してラットでは 50%である 93-95) 。呼吸

領域には主に三叉神経が伸びており、ラットよりも大きい呼吸領域をもつヒトでは、

より三叉神経の関与する可能性があり、機能的領域の割合が全身吸収性および脳移行

性に影響する可能性が考えられる。しかし、本研究では、ヒトよりも小さい呼吸領域

をもつラットにおいて三叉神経による関与が大きいことが明らかになったため、呼吸

領域が大きいヒトの場合では、本研究の同等以上の三叉神経の関与の可能性が考えら

れ、DZP を i.n.-spray 投与したときの SEの早期抑制発現に関連する可能性がある。 

近年、中枢神経系への直接的な薬物送達を可能にする i.n. 投与製剤の開発が注目さ

れている 70-76,100)。本研究では、新たに i.n. 投与された DZP が三叉神経経路を介して

SE 発作焦点と考えられる視床付近へ直接送達されていることが示され、それが速や

かな薬理効果の発現に影響している可能性が考えられる。今後、三叉神経をはじめ

NTB 経路を介した脳への分布特性を明らかにすることにより、薬物の作用点を考慮

した経鼻送達が可能になるかもしれない。さらに、SE発作抑制に適応可能な DZP 以

外の薬物を用いて NTB を介した脳への分布特性と薬物の物理化学的な性質との関係

性を明らかにすることにより、i.n. 投与に適した薬物の選択と製剤開発が可能になり、

有効性の高い経鼻的治療法の提供につながるものと考えられる。 
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実験の部 

 

第 1 編 実験方法 

 

1.1 試薬 

DZP、安息香酸、エタノール、水酸化ナトリウム、プロピレングリコール、Ba、塩

酸は FUJIFILM 和光純薬株式会社 (大阪、日本) から購入した。HPLC 用のアセトニ

トリルとメタノールは関東化学株式会社 (東京、日本) から購入した。 ペントバルビ

タールナトリウム (PEN) 、PTZは東京化成工業株式会社 (東京、日本) から購入した。 

生理食塩水は大塚製薬株式会社 (東京、日本) から購入した。RBBはシグマアルドリ

ッチ株式会社 (ミズーリ州セントルイス、米国) から入手した。 その他の試薬は全て

市販の特級品を用いた。 

 

1.2 試薬の調製 

DZP 溶液は DZP 50 mg、安息香酸 428 mg、水酸化ナトリウム 130.5 mg をそれぞれ

秤量し、10 mL メスフラスコに入れた。少量の注射用水をメスフラスコに加え、軽く

混和し安息香酸および水酸化ナトリウムを溶解した。続いて、プロピレングリコール 

4 mL、エタノール 1 mL、Ba 0.15 mL を加え十分撹拌後、注射用水で全量調製した。

溶液の色は透明な淡黄色～黄色を示した。RBB 溶液は DZP 注射液と同様の手順で溶

解液を調製し、5 mg/mL になるように RBBを溶解した。 

 

1.3 動物 

Wistar系雄性ラット (8週齢、体重: 160 g-200 g) は、三協ラボサービス株式会社 (東

京、日本) から購入した。ラットを 3-4匹/cageで飼育し、自由に食餌および水を摂取

できるようにした。動物は実験 24 時間前から絶食させた。なお、本研究におけるラ
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ットを用いた全ての動物実験は、城西大学動物実験規定に従い、全学実験動物実験委

員会 (JU19016、JU20019、JU21019、JU22021) の承認を得て実施した。 

 

1.4 薬物動態 

動物は PEN溶液を用いて 50 mg/kg で腹腔内 (i.p.) 投与して麻酔した。DZP 投与量

は i.v. および i.n. 投与では 0.5 mg/kg、i.r. 投与では 1.0 mg/kg に設定した。i.v. 投与は

左頸静脈カニューレから DZP 溶液を投与した。i.n.-spray投与は左鼻腔に噴霧器 (KN-

34700-2, 夏目製作所, 東京) を挿入し、その先端から 10 mm にセットした。その噴霧

器を介して DZP 溶液を i.n. 投与した。i.n.-drop 投与は左鼻腔に注射チューブを挿入

し、その先端を鼻腔から 10 mm にセットした。そのチューブを介して DZP 溶液を i.n. 

投与した。i.r. 投与は肛門に注射チューブを挿入し、その先端を肛門から 20 mm にセ

ットした。そのチューブを介して DZP 溶液を i.r. 投与した。血漿中動態を評価するた

め、ヘパリン処理したシリンジを右頸静脈に挿入し、0.4 mL 採取し、同量の生理食塩

液を充填したシリンジに付け替えてフラッシュした。投与 1、3、5、10、15、20、30、

45、60、90、120、180 分後に血液を採取し、直ちに遠心分離 (25℃, 8000 rpm, 15 分)

して、0.2 mL の血漿サンプルを得た。 

上述の検討とは別に前脳、後脳、嗅球、三叉神経および CSF 中薬物濃度を評価する

ため、DZP 投与 5分後に大槽カニューレから脳脊髄液 (CSF) を 100 mL採取し、血液

採取後にリン酸緩衝生理食塩水で心灌流して、前脳、後脳、嗅球および三叉神経を摘

出した。また、脳内動態評価するため、DZP を各種投与条件で 1、3、5、10、30、60

分後に大槽カニューレから CSF 100 mL を収取し、心灌流後に、前脳、後脳、嗅球お

よび三叉神経を摘出した。 

これらのサンプルは測定するまで-70℃で冷凍保存した。 

 

1.5 薬理効果 
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PTZ誘発性 SEモデルラットは、覚醒下ラットに PTZ 120 mg/kgを i.p. 投与してか

ら約 1分後、強直間代性痙攣が誘発され、これが 5分間持続した個体とした。PTZ誘

発性 SE モデルラットを作成後、DZP 0.5 mg/kg を i.v. 、i.n.-spray および i.n.-drop 投

与、DZP 1.0 mg/kg を i.r. 投与した後 90分までラットの行動を観察し、Table 26に示

すラシーンスケール 101) の重症度分類に基づいて評価した。DZP 投与後に強直間代性

痙攣が消失した場合を痙攣抑制と判断し、DZP 投与後から痙攣が消失するまでの時間

を痙攣抑制潜時時間とした。また、痙攣抑制発現率は、痙攣抑制効果を示した個体数

を DZP 投与した全ての個体数で除して求めた。さらに、痙攣抑制後に再発したラッ

トの割合を痙攣再発生率とした。各種投与条件における DZP の痙攣抑制潜時時間と

痙攣抑制直後の血漿中濃度の関係を検討するため、PTZ 誘発性 SE モデルラットに対

して、DZP 溶液を i.v. (1.0 mg/mL、0.5 mg/mL および 0.2 mg/kg)、i.n. (2.0 mg/kg、1.0 

mg/kg および 0.5 mg/kg) 、i.r. (4.0 mg/kg、2.0 mg/kg、1.0 mg/mL) および皮下 (s.c. , 2.0 

mg/kg) 投与後の痙攣抑制潜時時間を計測し、直ちに尾静脈から血液を採取して痙攣

抑制直後の血漿中濃度とした。 

 

 

Table 26 Severe symptom classification of seizures in PTZ induced SE model rats. 

Scale Seizure intensity 

1 Sudden behavioral arrest and/or motionless staring 

2 Facial jerking with muzzle or muzzle and eye 

3 Neck jerks 

4 Clonic seizure in a sitting position 

5 Convulsions including clonic and/or tonic-clonic seizures while lying on the 

belly and/or pure tonic seizures 

6 Convulsions including clonic and/or tonic-clonic seizures while lying on the 

side and/or wild jumping 
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1.6 ex vivo蛍光イメージング 

麻酔下ラットに RBB溶液を用いて 0.5 mg/kg で i.v. および i.n. 投与した。 投与 1、

3、5、10、30、60分後に安楽死させ、直ちに CSF を採取した。 その後、頭部を断頭

し、嗅球、三叉神経および全脳を摘出した。全脳は鼻腔から咽頭側に向かって分割し、

左右両側の脳内部を露出させ、Fig. 7 に示すように各種脳組織および CSF を並べた。

蛍光画像は IVIS spectrumによって取得した。撮影条件は Excitation Filter/Emission Filter

を 500 nm/580 nm に設定し、Field of Viewは 6.5 cm × 6.5 cm、Subject height は 1.0 cm

とした。 

 

1.7 定量方法 

CSF サンプルは遠心分離 (25℃, 8,000 rpm, 15 分)で得られた上清 10 mLを高速液体

クロマトグラフィー (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) に注入して CSF

濃度とした。血漿サンプルは解凍後、アセトニトリルを血漿に対して 1:1 の比率で添

加してタンパク質を除去した。低温で 15分間保存後に、遠心分離 (4℃, 12,800 rpm, 15 

分) で得られた上清 10 mL を HPLC に注入して DZP 濃度を測定した。各種脳組織は

解凍後に、秤量し、組織 1 g に対して 3 mL のアセトニトリルを加え、ホモジナイズ

(氷冷下、21,000 rpm、1 分) し、混合組織液とした。その後、遠心分離 (4℃, 12,800 rpm, 

15 分) 後、得られた上清 10 mLを HPLC に注入した。使用した HPLC 装置は、UV-VIS

検出器 (2489 UV/可視検出器) 、カラムオーブン (アライアンスカラムヒーター) 、

HPLC 用カラム (Mightysil RP-18、5 mm、4.6 mmid × 250 mm、関東ケミカル株式会社、

東京、日本)。 HPLCカラムは、リン酸緩衝液、アセトニトリル、メタノール (5:4:1) 

で 1.0 mL/min の流速で溶出し、UV 検出器を 231 nm の波長に設定し、カラム温度を

40°C に維持した。 

 

1.8 薬物動態パラメータ解析 
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各種投与条件で投与後の血漿中濃度プロファイルから最高血漿中濃度 (Cmax. p) お

よび最高血漿中濃度到達時間 (Tmax. P) を求め、台形法により測定時間までの血漿中薬

物濃度 - 時間曲線下面積 (AUC0-180) を求めた。 

また、バイオアベイラビリティ (F) は下記の (1) 式より算出した。 

 

𝐹 =
𝐴𝑈𝐶𝑖.𝑛.  𝑜𝑟 𝑖.𝑟. 𝐷𝑖.𝑛.  𝑜𝑟 𝑖.𝑟.⁄

𝐴𝑈𝐶𝑖.𝑣. 𝐷𝑖.𝑣.⁄
× 100              𝑒𝑞. (1) 

 

DZP を投与後の最高各種脳組織中濃度 (Cmax, b) 、最高各種脳組織中薬物濃度到達

時間 (Tmax, b) を各種脳組織中薬物濃度プロファイルにより求めた。また、台形法によ

り 60 分までの各種脳組織中薬物濃度-時間曲線下面積 (AUCbrain) を求めた。さらに、

各種脳組織および CSF への標的効率 Drug Targeting Efficiency (DTE) を下記の (2) 式

より算出した 102)。 

 

(2) DTE＝
(𝐴𝑈𝐶𝑏𝑟𝑎𝑖𝑛/𝐴𝑈𝐶𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎)𝑖.𝑛.

(𝐴𝑈𝐶𝑏𝑟𝑎𝑖𝑛/𝐴𝑈𝐶𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎)𝑖.𝑣.
 

 

また、鼻腔から各種脳組織への直接的移行の寄与率 Direct Transport Percentage  

(DTP) を下記の (3) 及び (4) 式より算出した 102) 

DTP (%) ＝
𝐵𝑖.𝑛.  −    𝐵𝑥 

𝐵𝑖.𝑛.
× 100          eq. (3) 

𝐵𝑥＝
𝐵𝑖.𝑛.

𝑃𝑖.𝑣.
× 𝑃𝑖.𝑛.       𝑒𝑞. (4) 

 

二群間の比較には Student`s t-test および Dunnett's multiple comparisons test、多重比

較には Turkey test を用いて解析し、両側 p < 0.05 および p < 0.01 を有意とみなした。 
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第 2 編 実験方法 

 

2.1 試薬 

オレイン酸、ジプロピレングリコール、Tween80、Span60、スダン III、メチレンブ

ルーは FUJIFILM 和光純薬株式会社 (大阪、日本) から購入した。ラウリン酸エチル、

Taは東京化成工業株式会社 (東京、日本) から購入した。Capryol 90TM、Capyol® PGMC、

LabrafacTM Lipophile WL 1349、LabrafacTM PG、Labrafil® M 1994 CS、Labrafil® M 2125 

CS、Labrasol®、LauroglycolTM 90、LauroglycolTM FCC、Maisine® CC PeceolTM、Plurol® 

Oleique CC 497、Transcutol® HP は Gattefosse 株式会社より提供された。タウロ 24,25-

ジヒドロフシジン酸ナトリウム (Sodium taurodihydrofusidate: STDHF) は California 

Biotechnology 株式会社より提供された。その他は【1.1】と同様な試薬を用いた。 

 

2.2 DZP溶液の調製 

【1.2】と同様な方法で調製した。 

 

2.3 疑似 3元状態図の作成 

O相に用いる添加剤を 5%から 90% (5%間隔) までとしたとき、Smix相に用いる各種

添加剤と精製水 (W相) の割合を 1%ずつ変えて調製したエマルションを撹拌下、25℃

でインキュベートし、24 時間後に濁度計 (CO8000 Biowave Cell Density Meter、フナ

コシ株式会社、東京) で濁度を測定した。濁度が水と等しいものを ME、その他のも

のをエマルションとして相図を作成した。さらに、ME の乳化型を判別するために、

水溶性物質のメチレンブルー溶液と脂溶性物質スダンⅢをそれぞれシャーレに満た

し、MEを滴下したときの拡散性を観察し、o/w型および w/o型を判別した。 

 

2.4 製剤学的評価 
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溶解度測定は各種添加剤および ME に過剰量の DZP を添加し、25℃でインキュベ

ートした。24 時間後、遠心分離を行い、上澄みを希釈して、DZP 濃度を HPLC で測

定した。MEの粒子径、PDI、粒度分布およびゼータ電位はゼータサイザー (Zetasizer 

3000 HAS, Malvern, UK)、粘度は回転粘度計 (RE-215形粘度計、東機産業株式会社、

東京) 、pHは卓上型 pHメータ (LAQUA-PH-SE、株式会社堀場アドバンスドテクノ、

京都) を用いて測定した。 

 

2.5 安定性評価 

 過酷条件下における短期安定性評価において、強力遠心試験ではサンプルを室温条

件下で遠心分離 (25℃, 3000 rpm, 30 分) することにより、過度な重力負荷を加えた 103)。

加熱-冷却サイクル試験ではサンプルを冷蔵庫条件 (-4℃) 下で 2 日間、次に恒温器 

(45℃) 条件下 で 2 日間の保存を 1 サイクルとし、加熱と冷却を 6 サイクル繰り返し

た 104)。凍結-融解サイクル試験ではサンプルを冷凍庫 (-70℃) 条件下に 2日間、次に

室温で 2 日間の保存を 1 サイクルとし、凍結と融解を 3 サイクル繰り返した 105)。サ

ンプルはそれぞれの試験において濁度、ゼータ電位、粒子径、PDIおよび粒度分布を

測定した。また、試験前に DZP 含有 ME 溶液 50 mg/mL を調製し、HPLC 測定後の

DZP 含有量を 100%としたときのそれぞれ試験後の DZP 含有量の割合を薬物残存率

として算出した。 

室温条件下における長期安定性評価において、サンプルを室温条件下で 3 か月、6

か月、12か月保存し、それぞれ濁度、DZP 残存率、ゼータ電位、粒子径、PDIおよび

粒度分布を測定した。 

 

2.6 動物 

【1.3】と同様な動物を用いた。 

 

2.7 鼻粘膜傷害性評価  
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 鼻粘膜からの LDH の漏出を傷害性の指標とした。麻酔下のラットの気管を切開し

チューブを挿入した。また、気管から咽頭部に向けてカニュレーション処置を施し、

さらに鼻腔に回収用のチューブをセットした。DZP 溶液の i.n. 投与 (DZP 0.5 mg/kg) 

5分後に、咽頭部側から生理食塩液を 100 mL 投与し、鼻腔の回収用チューブから生理

食塩液を全量回収した。回収液中の LDH活性を Cytotoxicity LDH Assay kit-WSTを用

いて測定した。粘膜傷害を伴うことで透過促進効果が報告されている STDHF1% 78) を

投与したときの粘膜傷害率を 100%として、i.n.-spray 投与および i.n.-drop 投与による

DZP 溶液および生理食塩液投与後の粘膜傷害率 (%) を算出した。 

 

2.8 サンプル処理および定量方法 

【1.7】と同様な方法で実験した。 

 

2.9 解析 

データを平均値 ± 標準偏差 (standard deviation, S.D.) で示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



108 

第 3 編 実験方法 

 

3.1 試薬 

メチレンブルーを FUJIFILM 和光純薬株式会社 (大阪、日本) から購入した。 

その他は【1.1】と同様な試薬を用いた。 

 

3.2 試薬の調製 

DZP 含有ME製剤は、Tri 15.0% (v/v)、Ba 15.0% (v/v)、Lab 20.0% (v/v)、Dpg 20.0% 

(v/v)、H2O 30.0%(v/v) を混合した溶媒に、DZP 濃度が 5 mg/mL (ME5) および 50 mg/mL 

(ME50) になるように溶解し調製した。【3.2】と同様な調製方法で、ME5 およびME50

に加えて、10 mg/mL (ME10) および 20 mg/mL (ME20) の DZP 溶液を調製した。また、

鼻粘膜への染色液として【3.2】と同様な溶媒に、メチレンブルーが 5 mg/mL (ME5)、

10 mg/mL (ME10) 、20 mg/mL (ME20) および 50 mg/mL (ME50) になるように溶解し、

メチレンブルー溶液を調製した。 

 

3.3 動物実験 

【1.3】と同様な動物を用いた。 

 

3.4 薬物動態 

【1.4】と同様な方法で実験した。 

 

3.5 薬理効果 

【1.5】と同様な方法で実験した。 

 

3.6 定量方法 
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【1.7】と同様な方法で処理および定量した。 

 

3.7 薬物動態パラメータ解析 

【1.8】と同様な方法で解析した。 

 

3.8 メチレンブルー溶液適用後の鼻粘膜画像解析 

5 mg/mL のメチレンブルー染色液を 0.5 mg/kg で i.n.-sprayまたは i.n.-drop投与直後

に投与側の鼻腔を摘出した。Fig. 43に示すように、鼻腔をかたどった三角形の紙を鼻

腔に 10 秒間転写させ、これを鼻粘膜着色領域として撮影した。画像解析ソフトウェ

ア Image-Pro® (Media Cybernetics, Silver Spring, USA) で着色領域および濃淡画像の解

析を行い、着色部分の面積率を鼻腔内面積に対する比率として算出した。撮影日およ

び撮影時間、場所は同一であり、環境による明るさの影響は一定とした。 
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