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本文中において以下の略号を用いた。

AUC　　　：血中インスリン濃度一時間曲線100％ライン下面積

AUG　　　：血中グルコース濃度一時間曲線100％ライン下面積

Bras　　　：brassicasterol

Camp　　：campesterol

CMC・Na　：カルボキシメチルセルロースナトリウム

CP　　　：カルボキシビニルポリマー105

HPC　　：ヒドロキシプロピルセルロース

NaGC　　：グリココール酸ナトリウム

PBS　　　：リン酸塩緩衝生理食塩液

SG　　　：大豆由来ステロールグルコシド混合物

Sit　　　　　　：β・sitosterol

Sit・G　　　：β・sitostero1β・glucoside

SS　　　：大豆由来ステロール混合物

Stig　　　：stigmasterol
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緒言

　近年、日本の食生活が欧米化することで、国内の糖尿病患者数の動向

は、1960年には37000人程度であったが、1985年には734000人と約

20倍になり、患者数はなお上昇を続け、現在では600万人を越えている

1・2）。現在、治療方法としては、インスリン等の注射が主として行われて

いる。

　一般に水溶性の高い薬物では経口投与した場合、消化管からの吸収速

度が非常に遅い。特にペプチド性薬物は分子量が大きく消化管粘膜の浸

透性が悪く、消化管内のタンパク分解酵素の作用や肝臓による初回通過

効果を受けるため、消化管系からの吸収の生物学的利用能は低い。した

がってペプチド性薬物の投与は現在の臨床において、皮下、筋肉および

静脈内等の注射にほぼ限定されている。また、ペプチド性薬物は長期投

与されることが多いため、注射部位における組織の肥厚、重篤な副作用

や合併症等が引き起こされる可能性が高い。これらのことから、注射に

よる投与方法は患者に苦痛を強いること．だけでなく、ノンコンプライァ

ンスの原因ともなる。そこで、患者の生活の質の向上のためにも注射剤

に代わる投与経路の開発が強く望まれており、現在までに口腔3）、鼻牛1D、

膣12・13）、直腸12・13）、眼14・1？）、肺18）等の各種粘膜や皮膚19｝からの投与が

検討されてきているが、なかでも鼻および肺粘膜は吸収性が比較的良好

であることから有望視されている。特に鼻粘膜は、薬物を吸収するのに

十分大きな表面積と発達した血管があり、その吸収は肝臓の初回通過効

果を回避して全身循環に薬物を直接送ることができる利点をもっている。
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また、投与方法も簡便で患者のコンプライアンスも得やすく、比較的容

易に製剤の調製や投与装置を工夫することができることや、薬物の吸収

性が静脈注射に匹敵するくらい速いことから、モニタリングしながら、

経鼻投与することもできる。

　かって、鼻腔内への薬物の投与は耳鼻咽喉科領域における表面麻酔剤、

血管収縮剤、アレルギー性鼻炎用の抗炎症剤および脱穎粒防止剤、副鼻

腔炎および術後処置のための抗生物質等の局所作用を目的とした点鼻剤

としてしか用いられてなかった。しかし、前述のように経鼻投与により

薬物が良好に吸収されることが知られるようになってから、経鼻投与は

全身作用を期待して多くの試みがなされ、薬物送達システムの一分野と

なっている。

　しかし、ペプチド性薬物の経鼻吸収性は経口投与に比較して有効であ

るものの、注射による投与と比較すると、必ずしも十分な吸収率である

とは言い難い。これは、薬物が親水性で分子量が大きいだけではなく、

鼻腔での酵素分解や線毛等によるクリアランスにより、吸収部位から排

除されるためである1。

　したがって、ペプチド性薬物の経鼻吸収性を高めるために、マイクロ

スフィアー等の特殊な運搬体の利用20）、吸収促進剤21）やタンパク分解酵

素阻害剤22）の併用、薬物の吸収部位での滞留性の向上を工夫した剤形、

ペプチド性薬物の分子構造の化学修飾23）等の試みがなされ、様々な研究

が行われている。

　現在、ペプチド性薬物の経鼻吸収における吸収促進剤としては、イオ

ン性および非イオン性界面活性剤24）、サポニン類25）、シクロデキストリ
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ン26）、中鎖脂肪酸類、グリチルリチン酸およびその誘導体2η、胆汁酸塩

類28・29）およびアルキルグルコシド類30）等について検討がなされている。

しかし、これらの吸収促進剤は粘膜や線毛等に対する刺激性も報告され

ており31・35）、安全性がまだ確立されていない。

　また、鼻腔内沈着性、広域分布性36・38）、局所選択性36・38）、局所的高濃

度、薬物放出性、粘液および粘膜中の安定性が得られる投与剤形等も検

討されている。吸収促進剤を用いたペプチド性薬物製剤の多くは溶液の

状態で滴下あるいは噴霧されたものである。また、これに対し、粉末製

剤として投与する試みもなされている1°）。すなわち、液状製剤として経

鼻投与した場合には、薬物はおよそ30分程度で、その大半が口腔に流出

してしまう欠点をもっているが39）、薬物に高分子を配合し、鼻腔内に微

粉末として投与すると流出されにくく、鼻腔内における薬物の滞留時間

が延長されるという利点がある1°）。

　このように経鼻投与については、幅広い剤形等の研究が既になされて

いるが、ペプチド性薬物の吸収において油性液剤を用いた報告はほとん

どなされていない。

　そこで、本研究では、インスリンを既に点眼剤として使用されている

点眼油を用いて、薬物を家兎の眼に投与することにより、結膜からの吸

収（結膜の系）、鼻涙管を経由しての鼻粘膜からの吸収（結膜および鼻粘膜

の系）、および鼻腔への投与による鼻粘膜のみからの吸収（鼻粘膜の系）を

比較し、インスリンの経鼻吸収における点眼からの貯留性の影響につい

て検討した40）。

　植物油中に微量に含有するステロール類、特に大豆由来ステロールグ

3



ルコシド混合物（SG）は、大豆の油津より抽出して得られるステロイド配

糖体で41・44）、基本骨格にステロイド骨格をもつβ・sitostero1、

campestero1、　stigmastero1およびbrassicastero1をそれぞれ49．9％、

2g．1％、13．8％および7．2％含むモノグルコシド混合物であり、そのステ

ロール混合物（ss）はsGのアグリコンである（Fig．1）45）。　sGは保湿性に富

んでいることから、化粧品の分野において皮膚または粘膜の保湿剤とし

て用いられ研究がなされているが41・42・46・47）、薬物の粘膜の吸収促進剤と

して用いた研究はいまだ報告されていない。

　これらのSGおよびSSを新規吸収促進剤として用い、液状製剤や粉末

製剤にすることでインスリンの経鼻吸収性の向上について検討を行った。

また、各種投与剤形の検討を行い、粉末製剤における賦形剤としてのSG

の有用性も検討した。さらに、摘出鼻粘膜を用いたin　vitroのインスリ

ン膜透過実験より、SGの吸収促進機構を調べ、SG含有インスリン製剤

の短期間の繰り返し投与におけるインスリン吸収性と鼻粘膜に対する安

全性についても検討した。
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第1章点眼と経鼻投与

第1－1節　序論

　緒言でも述べたように、経鼻投与については幅広い剤形等の研究が既

になされているが36・39｝、ペプチド性薬物の吸収において油性液剤を用い

た研究の報告はほとんどなされていない。また、インスリン等の分子量

が1万を越えるペプチド性薬物自身は経鼻吸収性が乏しく、なんらかの

吸収促進剤を併用しなければならないのが現状である。

　本章では、吸収促進剤を用いずに油性基剤のもつ吸収促進作用を利用

して、インスリンを経鼻吸収させる試みを検討した。また、薬物を点眼

すると、涙液は鼻涙管を経由して鼻粘膜に到達することを利用し、鼻粘

膜から薬物を徐々に吸収させるために、眼を薬物の貯留庫としようとし

た。そこで、既に点眼剤として使用されている点眼油を用いて、インス

リン含有点眼油を家兎の眼に投与することにより、結膜からの吸収（結膜

の系）、鼻涙管を経由しての鼻粘膜からの吸収（結膜および鼻粘膜の系）、

および鼻腔への投与による鼻粘膜のみからの吸収（鼻粘膜の系）を比較検

討し、インスリンの経鼻吸収における点眼からの貯留性の影響について

検討した。
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第1－2節　実験の部

1・2・1云・の音

　インスリンは、bovinepancreas（24．41U／mg）でSIGMACHEMICAL　CO．

製を、流動パラフィン（日本薬局方品）は岩井化学薬品工業（株）製を、

ゴマ油（日本薬局方品）は宮澤薬品（株）製を、ラッカセイ油（日本薬局方

品）は小境製薬（株）製を用いた。その他、試薬は全て特級品を用いた。

1．2－2　言　’＾　……ロ　1▲

　点眼油は油性懸濁液剤で、200号メッシュで飾過した粒子サイズ75μm

以下のインスリン40．Omgを、植物油または流動パラフィン10．OmLに

撹拝子とスターラーを用いて溶解または懸濁して調製した。人工涙液は、

ホウ酸2．Og、塩化ナトリウム0．8g、過マンガン酸カリウム0．01gを滅

菌精製水に溶解して調製した。インスリン含有人工涙液は、人工涙液10．O

mLにインスリン40．Omgを加えて溶解して調製した。

1・2－3　　七口

　結膜および鼻粘膜の系においては、日本白色雌性家兎（体重2．5～3．Okg、

埼玉実験動物（株））の片眼に各インスリン製剤（10．OIU／kg）を約250μL

投与した。その際、調製した各種製剤をマイクロチップを先端に装着さ

せた注射筒に充填し、家兎の下眼瞼の内側に投与した。結膜の系におい

ては、家兎の鼻涙管に先を閉じた直径1．05mmのポリエチレンチューブ

を挿入して閉鎖した後、結膜および鼻粘膜の系と同様の方法で点眼した。
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鼻粘膜の系においては、長さ10．Ocmの同ポリエチレンチューブを結膜

の系で用いた注射筒の先端に装着し、チューブの先端を家兎の鼻腔に直

接2．Ocm挿入し、鼻腔内へ投与した。

1－2－4　　　の’1

　家兎の耳静脈から血液を1．01nL採血し、その血液を2分間遠心分離

（3000×g）し、得られる血漿を試料とした。その試料をグルコースB一テ

ストワコー（和光純薬工業（株）製）を用いて血糖値（血中グルコース濃度）

を測定した。

1－2－5生 当・1　の

　血中グルコース濃度について、インスリン製剤投与後得られる血中グ

ルコース濃度一時間曲線において、0時間値の血中グルコース濃度を

100％とし、100％ライン下面積（AUG）を求めた。測定はインスリン製剤投

与後0時間値から6時間値までとし、台形法により算出した。薬理学的

生物学的利用能は、インスリンを0．51U／kg（doseL。．）静脈注射することに

より得られる100％ライン下面積と比較して式（1）により求めた。

薬理学的生物学的利用能（D）ニ（AUGi．．．1doseL．）／（AUGLv．！dosei．．．）　（1）

　ここで添字のi．n．は経鼻投与、i．V，は静脈内投与を示す。また、経鼻投

与後の血中のインスリン濃度をEIA法により測定して、インスリン濃度

一 時間曲線を求めた。このインスリン濃度一時間曲線下面積（AUC）と、
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血中グルコース濃度を指標としたAUGを比較すると・Fig・2のように流

動パラフィン・ラッカセイ油およびゴマ油の油性液剤において・血糖低

下作用のAUGとインスリン濃度によるAUCには良好な相関性（r＝0．988）

が認められた。したがって、今後インスリンの薬理効果作用によって吸

収性を評価することにした。
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第1－3節　結果の部

1．3□　 ’．液1にお｝る点　と洛自　信にお｛るインスリンのロ　生

　点眼液を眼に投与すると、薬物は製剤から涙液に分配し、その涙液は

鼻涙管を経由して鼻粘膜へ送られると考えられる。そこでインスリン含

有人工涙液を調製し、結膜および鼻粘膜の系、結膜の系、および鼻粘膜

の系の3種の投与系において、インスリンの粘膜吸収性を比較した（Fig．

3）。

　鼻粘膜の系では投与後1時間で一過性の血糖低下作用を示したが、結

膜および鼻粘膜の系では、他の系よりも薬効に持続性があり、投与後6

時間値においても血糖値は元に戻らなかった。したがって涙液を利用し

て鼻涙管を経由した投与方法は、血糖低下作用の持続性を示すことが示

唆された。

1・3－2」性液1にお1る点　と又白几　にお｛るインスリンのロ　〆・

　油性基剤は、涙液に比べ粘性があるが、流動性もあり、さらに、鼻涙

管は親油性が高いことから、薬物を下眼瞼の内側に貯留させることによ

り、薬物は容易に鼻涙管へ移行し、一部は結膜から吸収されるものの、

直ちに鼻粘膜から吸収されると期待される。

　そこで流動パラフィン、ゴマ油およびラッカセイ油を用いたインスリ

ン含有点眼油を調製し、前項と同様に3種の系においてインスリンの粘

膜吸収性を比較した。各点眼油における結果をFig．4、5および6に示す。
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　AUG値は直接鼻粘膜に投与した系（鼻粘膜の系）が一番大きかったが、

最大血糖低下作用時間は、鼻涙管を経由する系では投与後3時間、鼻粘

膜の系では1～2時間であった。このように、薬物を鼻涙管経由で吸収さ

せるとAUG値は鼻粘膜の系よりも劣るが、血糖低下作用の持続性を示す

ことが明らかとなった。

　また、インスリン含有ゴマ油およびラッカセイ油の点眼油によって、

インスリンが各粘膜から吸収されたことは、Table　1に示すように48）、

油の含有するリノール酸とオレイン酸、特にオレイン酸のモノ、ジ、ト

リの混合グリセリド類の比率が他の植物油に比べ大きく、ここでは結果

を示さなかったが、これらの含有率の低い大豆油や菜種油等の点眼油で

はインスリンの粘膜吸収がほとんど認められなかったことから、これら

のグリセリド類がインスリンの粘膜吸収性に関与していると推察された

49・50）。また、流動パラフィンは常温で液体の炭化水素（1分子中の炭素数

15～20くらい）の混合物であり、リノール酸やオレイン酸を含まないが、

吸収促進作用に寄与していると推察された。

　ここで、これまでの結果の生物学的利用能と既にインスリンの吸収促

進剤としてよく報告されているグリココール酸ナトリウム，（NaGC）28・29）

を1．0％含むリン酸塩緩衝生理食塩液（PBS，pH7．31）で調製したインスリ

ン製剤を経鼻投与した場合（鼻粘膜の系のみ）とを比較した（Fig．7）51｝。

　鼻粘膜の系において、点眼油の中ではラッカセイ油、流動パラフィン、

ゴマ油の順で生物学的利用能は高く、ラッカセイ油は人工涙液やNaGC

含有PBS製剤よりも高い生物学的利用能を示した。これにより、インス

リンの経鼻吸収においてラッカセイ油は有効な基剤であると考察された，
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Table　l　　Composition　and　property　of　oily　materiaIs

　　Oily　　　　　　　　　V▲scosity　　　　　　　　　Specific　gravity　　Composition　of　fatty　ester　　Total　sterols

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　　l　ceride　　％）　　　　　　　　　　in　oil

material　　η（10－6m亀s－1，37°C）　　　　　　　d｛～　　　　　oleic　acid　　Unoleic　acid　　　（mg／g）

s
Sesame　oil　　　　　　　　38，0　　　　　　　　　　　　　0．914～0．921　　　　　37～49　　　　　　35～48　　　　　　　　　13，2

Peanut　oi1　　　　　　　　　44，8　　　　　　　　　　　　　　0．909～0，916　　　　　　53～71　　　　　　　13～27　　　　　　　　　　　5．8

Soybean　oil　　　　　 28．9　　　　　　　　　　0．916～0．922　　　　15～33　　　　　43～56　　　　　’　　7．9

Rape　seed　oil　　　　　　50，9　　　　　　　　　　　　　　0，906～0．920　　　　　　12～18　　　　　　　12～16　　　　　　　　　　　8．8
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第1－4節　まとめの部

　インスリンを含有した点眼油を点眼すると、インスリンは結膜から吸

収された。なかでも流動パラフィン、ゴマ油およびラッカセイ油におい

て吸収が認められた。ゴマ油およびラッカセイ油では、成分中に含まれ

るリノール酸とオレイン酸、特にオレイン酸のグリセリド類の比率が大

きいことによるものと推察された。

　人工涙液を用いることで、インスリンは結膜だけでなく鼻粘膜からも

吸収されたことから、インスリンは製剤から涙液に分配し、その涙液は

鼻涙管を経由して鼻粘膜へ送られることが明らかとなった。そこで、イ

ンスリンの点眼油を用いて点眼と経鼻投与による吸収性を比較した。

　点眼し鼻涙管を経由する系（結膜および鼻粘膜からの吸収）では、最大

血糖低下作用を示した時間は投与後3時間であり、経鼻投与の鼻粘膜の

系では1～2時間であった。このことから、薬物を点眼し鼻涙管を経由さ

せる系では、鼻粘膜の系より血糖低下作用の持続性を示すことが明らか

となった。

　点眼は、点眼油から涙液への薬物の放出を改善すれば、眼を薬物の貯

留庫とし、吸収促進剤を用いずにインスリンの吸収性を持続させること

が可能である。このように、点眼して涙液から鼻涙管を経由し経鼻吸収

させることは薬物の投与経路として有用である。

　しかしながら、インスリンの吸収性を示す生物学的利用能は鼻粘膜に

直接投与したものが最も大きかったことから、次章では経鼻投与におい

て各種剤形と吸収促進剤を用いて吸収性を高めることにした。
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第2章　各種剤形と吸収促進剤

第2・1節　序論

　SGは、大豆より抽出して得られるステロイド配糖体で、ステロイド骨

格を基本骨格にもつモノグルコシド混合物である大豆由来ステロールグ

ルコシドであり、SSはSGのアグリコンであるステロールである。特に

SGは保湿性に富んでいることから、化粧品の分野において皮膚または粘

膜の保湿剤として用いる研究はなされているが4L42・46・4η、薬物の粘膜吸

収における吸収促進剤として用いた研究はいまだ報告されていない。そ

こで、本章ではSGおよびSSを新規吸収促進剤として用いたインスリン

の液状製剤や粉末製剤を調製し、これらの経鼻吸収性の向上について検

討を行った。さらに、粉末製剤における賦形剤としてのSGの有用性も検

討した。

20



第2－2節　実験の部

2・2・1辞・の音

　インスリンは、boville　pancreas（24．4および25．71U／mg）および

porcine　pancreas　（27．81U／mg）でSIGMA　CHEMICAL　CO．製を、流動

パラフィン（日本薬局方品）は岩井化学薬品工業パ株）製を、ラッカセイ

油（日本薬局方品）は小境製薬（株）製を用いた。SGおよびSS（大豆由来

ステロールグルコシド混合物およびそのステロール、Fig．1）は、龍角散

（株）より提供していただいた。また、β一sitostero1一β一glucoside（Sit－G）

も龍角散（株）で合成し提供していただいた。β一sitostero1（Sit）、

campestero1（Camp）、　stigmastero1（Stig）およびbrassicastero1（Bras）

はタマ生化学（株）製を用いた。L・グルタミン酸、ステアリン酸アルミ

ニウムおよびカルボキシビニルポリマー105（CP）は和光純薬工業（株）

製を、ムチン（bovine　submaxillary　glands）はSIGMA　CHEMICAL　CO．

製を、ヒドロキシプロピルセルロース（HPC）は日本曹達（株）製を、カ

ルボキシメチルセルロースナトリウム（CMC－Na）は国産化学（株）製を、

アルブミン（bovinealbumin）はIRVINESCIENTIFIC製を、NaGCはナカ

ライテスク（株）製を用いた。その他の、試薬は全て特級品を用いた。

2，2・2　三　’突　≡ロ　リ

1）液状製剤の調製

　インスリン水性懸濁液製剤はインスリン20．Omgおよび吸収促進剤

50．OmgをPBS（pH7．31）5．OmL中に溶解または微細均等に懸濁させ・

21



調製した。

　油性懸濁液製剤は前述の「1－2・2試料調製」の点眼油の調製方法にし

たがって調製した。

2）粉末製剤の調製

　物理的混合製剤は、インスリン10．OmgとSG90．Omgを混合して200

号メッシュで飾過して調製した。

　凍結乾燥製剤は、Chart　1に示すように、インスリン2～10mgを0．1N

塩酸200μLを加えて溶解し、200mLの精製水を加え、さらに賦形剤を

加えて溶解した。この溶液に0．1N水酸化ナトリウムを200　mL加えて

pH7．4に調整した。次に70　mgの吸収促進剤と20　mgの賦形剤を加えて

撹拝し、微細均等に懸濁した。この懸濁液を凍結乾燥し、200号メッシ

ュで飾過して粉末製剤を調製した。

2－2－3　　　°

1）液状製剤の投与法

　液状製剤は前述の「1－2・3投与法」の項に準じて投与した。

2）粉末製剤の投与法

　液状製剤で用いたポリエチレンチューブを先端に装着した注射筒の中

に各種粉末製剤を約10．Omg装填し、チューブの先端を家兎の鼻腔に直

接2．Ocm挿入した。投与の際、注射筒に2連球を接続し、空気を注射筒

内に送り込むことで粉末製剤を鼻腔内へ投与した28・52）。
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2・2・4　　　　　　1

　血糖値の測定は前述の「1・2・4血糖値の測定」の項と同様に測定した。

2・2・5　　　　　　、　　　1　、

　血中インスリン濃度の測定は前述の「1・2・4血糖値の測定」の項と同

様にして得られる血漿を試料とした。その試料（100μL）をインスリン・

EIArダィナボット」（ダイナポット（株）製）を用いて血中インスリン濃

度を測定した。

2－2．　　　－　　1　会ヒ

　血中グルコース濃度からの薬理学的生物学的利用能は、前述の「1・2・

5生物学的利用能の算出」の項と同様に算出した。

　血中インスリン濃度については、インスリン製剤投与後得られる血中

インスリン濃度一時間曲線において、曲線下面積（AUC）を台形法により

求めた。生物学的利用能は、血中グルコース濃度と同様、インスリンを

0．51U／kg静脈注射することにより得られるAUCと比較して、式（2）によ

り求めた。

生物学的利用能（F）＝（AUCi。／doseL。）ノ（AUCL。ノdose　i．．）　　　　（2）

2・2・7HPLC－　　　SS

SSの各成分は以下の条件でHPLCにより定量した。

検出器：紫外部吸光光度計SPD・6AV（島津製作所製）、測定波長：210nm、

24



検出感度：0．08AUFS、クロマトパック：C・R6A（島津製作所製）・移動相：

CH30H、移動相流．速：0．5　mLlmin、カラム：内径4．6　mm・長さ　150　mm

のC’18カラム（ODS－2、　YMC社製）、カラム温度：40℃。

2－2－8　、言愚・　力

　得られたデータの統計学的評価は、Student’のε検定を行い、P値0．05

と0．01以下を有意とした。
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第2・3節　結果の部

2・3・1　　’　1にお｝るSGおよびSSのインスリンー畠ロ　　准

　水性懸濁液製剤において、SG濃度のインスリン経鼻吸収促進作用への

影響について検討した（Fig．8）。　SGが1．o％以下の濃度では濃度とAUG

との間に相関性が認められたが、1．0％を越えるとその吸収促進作用に飽

和がみられた。これは、投与部位である鼻粘膜の有効面積がほぼ一定で

あるために、SGの濃度を上げても鼻粘膜と接触できるSGの量が限られ、

その作用が飽和になったと推察された。

　次に、1％SGおよびSS含有インスリン水性懸濁液剤における薬理学的

生物学的利用能から経鼻吸収促進作用を比較すると、SGの方がSSより

もその作用は高い傾向がみられた（Fig．9）。

　また、SGはFig．1に示すような混合物であり、ssはそのアグリコン

の混合物であることから53・58）、SSの各成分を1．0％添加した水性懸濁液

剤を用いて、各成分の吸収促進作用の比較を行った（Fig．9）。

　SSの各成分による吸収促進作用の強さは、薬理学的生物学的利用能か

らSit≧Camp＞Stigの順に大きくなった。ペプチド性薬物の経鼻吸収促

進剤として、最近注目されているアルキルグルコシドにおいては、アル

キル鎖の長さやc．m．c．濃度は促進効果に関係がみられなかったことが報

告されている31・59）。しかし、SSの成分においては、促進効果の高い順は、

HPLCで測定した各成分の疎水性の高い順と一致した（各成分の保持時

間；Sit：20．5　min，　Camp：18．6　min，　Stigl17．O　min）。したがって、疎水

性の高い成分が吸収促進作用が高いと考察された。また、SSの各成分の
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混合率と各成分の薬理学的生物学的利用能との値から、混合物であるSS

の生物学的利用能の理論値を算出すると、SSの実測値（5．3％）に近い値

（4．6％）となった。各成分の促進作用は各々影響していないと推察した。

　そこでSGについては、　SSの成分の中で最も高い吸収促進作用を示し

たSitに対応するSit－Gを1，0％添加した水性懸濁液剤で検討を行った

（Fig．9）。その結果、　Sit－Gが混合物であるSG’よりも有意に高い促進作

用を示し、さらに、Sit－GはそのアグリコンであるSitよりも有意に高い

促進作用を示した（p＜0．05）。SGの薬理学的生物学的利用能は6．7％であ

り、Sit－Gでは11．3％を示した。

　SGおよびSSはこのように鼻粘膜には吸収促進作用が認められたが、

角質化した口腔粘膜においては吸収促進作用がほとんど認められなかっ

たことから6°）、SGのステロール部分は疎水性の粘膜部位に、グルコシド

部分は他の部位、例えば親水性の粘液等に関与していると推察した。

D．J．Pillionら59）はアルキルグルコシド類の吸収促進剤において、同じア

ルキル鎖でも結合している糖の種類により、その効果に差があることを

報告している。これは、吸収促進効果に糖の関与があることを示唆し、

このSGの結果によく対応した。

2－3・2こ　液1にお1るSGおよびSSのインスリン菜噛ロ　　ー准ノ

　油性懸濁液製剤において、非植物性油である流動パラフィンを用いて

SGおよびSSのインスリン経鼻吸収促進効果を検討した（Table　2）。

　流動パラフィンにおいても、水性懸濁液製剤の場合と同様、SGの方が

SSよりも吸収促進作用が強く、SGを1．0％添加すると薬理学的生物学的
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利用能は3．4倍の8．3％の値に上昇した。また、この値は水性懸濁製剤で

得られる生物学的利用能よりも高くなった（6．7％）。

　これは、　SG等のステロールグルコシドには保湿効果があることが報

告されており38・39）、化粧品分野において有用性が研究されていることか

ら、SGが鼻粘膜の細胞に何らかの作用を及ぼし、親油性の高い細胞間隙

等において油性溶液がインスリンの運搬媒体として作用したためと推察

した。したがって、インスリンの運搬媒体としては水溶液よりも油性溶

液の方が有効であることがこれらの結果から推察された。

　次に油性懸濁液製剤において、インスリンの経鼻吸収性に最も促進効

果があったラッカセイ油を用いて、SGおよびSSのインスリンの経鼻吸

収性について検討を行った（Table　2）。

　生物学的利用能は流動パラフィンのときと同様に、ラッカセイ油のみ

では6．9％であったが、SGを1．0％添加することで1．7倍の11．6％となった。

さらに、SGとSSを3．5％添加したが、水性懸濁液製剤のときと同様に、

SGにおいては、吸収促進作用に飽和が認められたが、　SSではわずかな

増加がみられた。

　さらにインスリンの生物学的利用能を向上させるために、製剤の粘膜

上での滞留時間の延長と鼻粘膜上のタンパク分解酵素阻害による改善を

検討した。まず、ラッカセイ油製剤をより鼻粘膜上に滞留させるために

基剤の粘性を上げようとした。1．0％SG添加ラッカセイ油にチキソトロ

ピー化剤のステアリン酸アルミニウムを添加してインスリンの経鼻吸収

性を試みた（Table3）61）。しかし、インスリンの経鼻吸収性は低下した。
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Table　2．　AUG，　AUC　and　bioavailability　after　nasal　administration　of　insulin　in　l　iquid

paraffin　and　peanut　on　containing　the　SG　or　SS　in　rabbits　（10．　O　IU／kg）．

Enhancer　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AUG　（0－6hr）　　　　AUC　（0－6hr）　　　　　　　　　　　　Bioavailability

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　glucose　assay　　　insuhn　assay　　　glucose　assay　　　i　nsu川n　assay

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（％＊hr）　　　　（μIU＊hr／mL）　　　　　（D％）　　　　　　（F％）

・ i．v．　（0．5　1u／kg）　　　　　　　　　　　　　1899．6±　7、4　　　　　87、9±9．1

． Liquid　paraffin　system
　None　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　800．5±80．3　　　　40．6±6．4　　　　　　2．1±0．21　　　　　　2．3±0．71

　1．0％　SG　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2727．0±33．5　　　　146．2±3．6　　　　　　7．2±0．09　　　　　　8．3±2．22

　1．0％　SS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1404．5±72．2　　　　　75．5±2．6　　　　　　　3．7±0．19　　　　　　　4．3±1．15

． Peanut　oil　system
　None　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2264．5±97．1　　　　121．8±6．5　　　　　　6．0±0．04　　　　　　6．9±1．88

　1．0％SG　　　　　　　　　　 3947．5±47．6　 204、8±L5　　　10、4±0．13　A　　IL6±3．10
　3．5％　SG　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3516．1±78．2　　　　195、8±2，6　　　　　　9．3±0．21　　　　　11．1±2．97

　1．0％　SS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3257、5：ヒ30．5　　　　165．4±3．9　　　　　　8．6±0．09　　　　　　9．4±2．52

　3．5％SS　　　　　　　　　　3958．0±40．1　 206．7±3．8　　 10．4±0．21　B　 11．8±3．14

Each　va　l　ue　represents　the　mean±S．　D．（nニ3）．

A　and　B　values　are　not　significant　（P＞0．05）．
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Table　3．　AUG，　AUC　and　bioavailability　after　nasal　administration　of　insulin　with　1．0％　（w／v）

SG　in　peanut　oil　containing　additives　in　rabbits　（10．　O　IU／kg）．

Add　i　tives　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AUG　（0－6hr）　　　　　AUC　（0～6hr）　　　　　　　　　　　　Bioava川ab川ity

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　91ucose　assay　　inslllin　assay　　glucose　assay　　insulin　assay

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（％＊hr）　　　　（μIU＊hr／mL）　　　　（D％）　　　　　　（F％）

1．0％　SG　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3947．5±47．6　　　204．8±1．5　　　　　10．4±0．13　A　　　　11．6±3．10

0．5％　ghltamic　acid　（＋　1．0％　SG）　4372．0±46．0　　　　233．5±2．9　　　　　　11．5±0．13　B　　　　13．3±3．54

1。0％glutamic　acid　（＋　1．0％SG）　1115．0±32．2　　　　55、8±1．2　　　　　2．9±0．09　　　　　3．2±0．85

1．0％Al　stearate　（＋　1．0％SG）　　　494．0±20．0　　　　61、2±3．2　　　　　3．0±0．08　　　　　3．5±0．95

Each　value　represents　the　加ean±S．　D．（n＝3－4）．

A　and　B　values　are　significant　（p〈0．05）．
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これは、鼻粘膜上における製剤の滞留性は増加したが、基剤中のSGだけ

でなくインスリン分子の拡散も低下したためと推察した。

　次に鼻粘膜上に存在するペブチダーゼによるインスリンの分解を阻害

するために、1．0％SG添加ラッカセイ油にさらにタンパク分解酵素阻害

剤のLグルタミン酸を添加した（Table　3）62）。　その結果、0．5％L一グル

タミン酸添加製剤においては、血糖低下作用に若干の改善がみられたが、

生物学的利用能では有意な差が認められなかった。また、1．0％L・グルタ

ミン酸添加製剤においては、基剤中に含まれるインスリン含量よりもL一

グルタミン酸添加量の方が極めて多いために、鼻粘膜上においてインス

リンがL一グルタミン酸と競合したために、インスリンの鼻粘膜吸収性が

低下したものと推察される。

2－3－3’・　1∫｜にお（るSGのインスリン又■　　ノ准

　粉末製剤の調製には代表的なものとして物理的混合と凍結乾燥法の2

種類がある。そこで、粉末製剤の調製方法によるインスリンの経鼻吸収

性の比較を行った。吸収促進剤であるSGを賦形剤として用い、物理的混

合製剤では10．OIU／kg、凍結乾燥製剤では2．OIU／kgの用量でSG含有イ

ンスリン製剤を投与し、血糖値の時間推移を調べた（Fig．10）。

　物理的混，合製剤では10．OIU／kgを投与しても、ほとんど血糖低下作用

が認められなかった。それに対し、凍結乾燥製剤では2．OIU／kgのイン

スリンの投与で、大きな血糖低下作用が認められた。また、そのときの

生物学的利用能は、物理的混合製剤では2．67％であったのに対し、凍結

乾燥製剤では26．3％と物理的混合製剤のときよりも10倍も高い値を示
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し、両製剤間において有意な差がみられた（P＜0．01）。これは、凍結乾燥

によってSGの粒子の表面にインスリンが非結晶形で均一に付着してい

るためと推察された。

　インスリンの経鼻吸収性を向上させるためには、促進剤による粘膜透

過性と粘膜部位での薬物の滞留性を改善する必要がある。そこで、賦形

剤に粘膜付着性高分子のCP、　HPCおよび℃MC・Na、粘液成分のムチン、

インスリンの安定化作用のある牛血清アルブミンを用いた。インスリン：

SG：賦形剤の重量比率2：70：20の粉末製剤と対照としてインスリン：SG

の重量比…率2：90の粉末製剤を調製した。2．O　IUlkgで各種インスリン

粉末製剤の投与後の血糖値の推移をFig．11に、血中グルコース濃度一時

間曲線の100％ライン下面積（AUG）と、そこから求められる薬理学的生物

学的利用能（D％）をTable　4に示す。

　賦形剤がSGのみの製剤やCMC－Naを用いた製剤は、投与後約1時間に、

CPやムチンを用いた製剤では投与後約2時間に最大血糖低下作用を示し

た。特に、CPを用いた粉末製剤において、投与後薬6時間にわたって最

も吸収促進効果の持続が認められた。薬理学的生物学的利用能（D％）は、

SGのみの場合の26．3％に対して、CPで37．5％、ムチンで31．1％、　HPC

で31．8％まで上昇した。

　N．G．M．Schipperら63）は、家兎におけるジメチルβ一シクロデキストリ

ンの粉末製剤によるインスリン経鼻吸収で、13％の薬理学的生物学的利

用能を、また、W．A．Leeら53）は羊においてタウロジヒドロフシジン酸ナ

トリウムの粉末製剤によるインスリン経鼻吸収で、31．5％の薬理学的生

物学的利用能を報告している。
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Table　4．　Effects　of　various　excipients　in　a　freeze－dried　mixture　of

insulin，　　SG　and　excipients　（2　：　70　：　20，　2　1U／kg）　on　total　fall　of

the　　　glucose　　　reduction－ti皿e　　（AUG）　　　and　　　the　　　phar皿acological

bioavailability　（D　％）．

Excipients　　　　　　　　　　　　　　　　　AUG（0－6hr）　　　　D　％（0－6hr）

一一 　（SG　only）　　　　　　　　　　　　　　　　100．7±25．2　　　　　26．3±0．3

CP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 143．7±72．9　　　　　37、5±0．8

）｛ucin　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　119．2±35．0　　　　　31．1±0．4

HPC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　121．9±21．9　　　　　31．8±0．2

CMC－Na　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　108，9±　 8．5　　　　　28．4±0．1

Albmin　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 51．3±34．7　　　　13．4±0．4

＊

Eacb　value　represents　the　mean　±　　S．D．　（n＝3－4）．　　＊ρ〈0．05
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　しかし、Table4から、賦形剤がSG単独のものは牛血清アルブミン以

外の賦形剤と統計学的には有意な差がなく、SGはCPやムチン、HPC

等と吸収促進効果はほぼ同等であった。これは、噴霧容器からのSG含有

製剤の分散性、鼻腔内での製剤の分散性、SG上のインスリンの分散性が

よいことや、また、SGの保湿性も鼻粘膜上への製剤の滞留性の向上に関

与しているのではないかと推察した。したがって、SGは吸収促進剤だけ

ではなく、粉末製剤における賦形剤としての有用性も示唆された。

38



第2－4節　まとめの部

　SGの家兎におけるインスリンの鼻粘膜吸収促進作用が、水性液剤、油

性液剤および粉末製剤の3種の剤形で認められた。

　水性液剤において、SGは、ある一定の濃度に達すると吸収促進作用に

飽和が認められた。また、SGの経鼻吸収促進作用がSSよりも高い傾向

がみられた。SSの各成分における吸収促進作用の強さは、Sit≧Camp＞

Stigの順に強かった。これは、各成分の疎水性の高い順と一致した。し

たがって、疎水性の高い促進剤が吸収促進作用が高いと考察された。　し

かし、疎水基をもつSGはSSより吸収促進作用が高く、SGの薬理学的生

物学的利用能は6．7％であり、さらにその成分のSit－Gでは11．3％であっ

た。これから、SGの吸収促進作用は、疎水基部分だけではなくグルコシ

ド部分も寄与していると推察された。

　油性液剤において、非植物性油である流動パラフィンにおいても、SG

を添加すると薬理学的生物学的利用能は3．4倍の8．3％に上昇した。最も

インスリンの経鼻吸収性に促進効果があったラッカセイ油においても、

SGを1．0％添加することで生物学的利用能は1．7倍の11．6％となった。

　1．0％SG添加ラッカセイ油製剤に、さらにタンパク分解酵素抑制作用

のあるL一グルタミン酸と粘性を高めるためにステアリン酸アルミニウム

を各々添加し、経鼻吸収性の向上を検討した。L’グルタミン酸添加では

血糖低下作用に若干の改善が認められたが、生物学的利用能（13．3％）では

有意な差が認められず、またステアリン酸アルミニウム添加においても

油の粘度が上昇し、鼻粘膜上で製剤の滞留性が増したものの製剤中のイ
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ンスリンの拡散が低下し、インスリンの経鼻吸収性の向上がみられなか

った。

　粉末製剤において、調製方法では、物理的混合製剤よりも凍結乾燥製

剤の方がインスリンの経鼻吸収性が高いことが明かとなった。これは、

凍結乾燥をすることでSGの粒子の表面にインスリンが非結晶形で均一

に付着しているためと推察された。また、SGとインスリンの他にCPや

ムチンを賦形剤として添加することにより、最大血糖低下作用時間の遅

延や効果の持続を示し、薬理学的生物学的利用能は、各々35．7％、31．1％

まで上昇した。SG単独の粉末製剤は、CPやムチン、HPC等を含有した

粉末製剤の薬理学的生物学的利用能と有意差がなかったことから、SGは

吸収促進剤としてだけではなく、粉末製剤における賦形剤としても有用

性が高いことが示唆された。

　剤形別にSGの吸収促進作用を薬理学的生物学的利用能で比較すると、

粉末製剤（26．3％）、ラッカセイ油性液剤（10．4％）、水性液剤（6．7％）のll｜頁で

あった。これは、粉末製剤が液状製剤よりも鼻腔内における滞留性が長

いことに起因していると推察した。また、油性液剤の方が水性液剤に比

べて吸収促進効果が高かったのは、油自体に吸収促進作用があるためと

推察した。
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第3章SGとSSの吸収促進機構

第3－1節　序論

　本章ではSGおよびSSの吸収促進作用機構を調べた。一般に吸収促進

剤の作用機構は、薬物との相互作用と、鼻粘膜組織に作用するものの2

種類に大別することができる。

　ここではまずインスリンとSGの相互作用、すなわち、インスリンのモ

ノマー化について検討した64）。鼻粘膜の脂質への作用については、invitro

におけるインスリンの膜透過実験を行った64）。

　一般に薬物の鼻粘膜吸収は細胞膜へのpH一分配仮説に従う受動拡散に

よる経細胞ルートと考えられているが、インスリンのように高分子の薬

物の透過は細胞間の密着結合（タイトジャンクション）の間隙から透過す

る細胞間隙ルートと考えられている。このタイトジャンクションはカル

シウムイオンを介した接着分子により固く結合されており、このカルシ

ウムイオン濃度が低下すると結合部が開くと考えられている65）。そこで、

1．0％SG含有インスリンPBs溶液を用いて、インスリンの鼻粘膜透過性

における鼻粘膜中のカルシウムイオンの影響を検討した66）。
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第3－2節　実験の部

3・2・1ラニの

　インスリンは、bovine　pancreas（24．4および25．71U！mg）でSIGMA

CHEMICAL　CO．製を、流動パラフィン（日本薬局方品）は岩井化学薬品工

業（株）製を、ラッカセイ油（日本薬局方品）は小境製薬（株）製を用い

た。SGおよびSS（大豆由来ステロールグルコシド混合物およびそのステ

ロール、Fig．1）は、龍角散（株）より提供していただいた。L・グルタミ

ン酸、n・カプリル酸およびラウリルアルコールは和光純薬工業（株）製

を、NaGCはナカライテスク（株）製を用いた。その他、試薬は全て特

級品を用いた。

3－2＾2　芸　’・諦　
‘」

　水性懸濁液製剤および油性懸濁液製剤は前述の「1・2－2試料調製」の

液状製剤の調製法にしたがって調製した。

3－2－3in　vitroにお｛るインスリンの誘’・一’の’

　人工膜にはセルロースメンブランフィルター（RS型、ザルトリウス

（株）製）を用いた。脂質膜は、カプリル酸とラウリルアルコールを重

量比4：0．92で混合し、30℃に加温した脂質溶液中に5分間人工膜を浸’

してから、取り出してろ紙にはさんで過剰の脂質を拭き取ったものを用

いた40・67・68）。また、鼻粘膜は家兎をエーテル麻酔後、過飽和塩化カリウ

ム水溶液を用いて安楽死させ、直ちに摘出した。
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　膜透過実験は内田らの方法に準じて行った29・67・69）。ドナーセルにはイ

ンスリンをPBSに懸濁させた溶液を、レシーバーセルにはPBSをそれぞ

れ6．OmL用いた。セルを37℃の恒温槽中に固定し、実験中はドナーセ

ルおよびレシーバーセルに撹絆子を入れ、スターラーで撹拝した65）。実

験開始後、経時的にレシーバー溶液の一部を採取し、3時間までのイン

スリン透過量をEIA法またはHPLC法で定量した。

　インスリン透過量を時間に対してプロットし、その直線の傾きから、

（3）式にしたがってインスリンの膜透過係数（K）を算出した。

J＝（dCrldt）・V／S＝KCd　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3）

ここで、Jはフラックス、Sは有効拡散面積、Vはレシーバー溶液の体積、

Cdは、PBSにおけるインスリンの溶解度、Crはレシーバー中のインスリ

ン濃度、tは時間である。なお、Cdの値は、コントロールのPBSでは38．3

1U／mL、1．0％SG含有PBSでは34．71U／mL、1．0％SS含有PBSでは30．4

1U／mLであった。また、SGおよびSSのPBSへの溶解度（37℃）は、1．26

mglmLと1．11mg／mLであった。したがって、1．0％SGやSS含有PBSは

懸濁液である。

3－2－41nvlvoにお1る±’・への一1】1のし　」

液状製剤は前述の「1－2－3投与法」の項に準じて投与した。
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3・2－5血　’の測｛

　血糖値の測定は前述の「1・2・4血糖値の測定」の項と同様に測定した。

3・2・6インスリン　　の潮｛

1）EIA法

　前述の「2－2’5血中インスリン濃度の測定」の項に準じて試料中のイ

ンスリン濃度を測定した。

2）HPLC法　　　　　　　　　　　　　　　　一

　試料中に含まれるインスリンを以下の条件でHPLCにより、絶対検量

線法により定量した？o）。

検出器：紫外部吸光光度計SPD・6AV（島津製作所製）、測定波長：220　nm、

検出感度：0．08AUFS、クロマトパック：C・R6A（島津製作所製）、移動相：

水相：アセトニトリル混液（69：31）、ただし水相はNaCl　O．1mo1と

トリフルオロ酢酸0．7mLを精製水700　mLに溶解して調製したもの。移

動相流速：1．O　mL！min、カラム：内径4．6　mm、長さ150　mmのC－18カラ

ム　（AP・302、　YMC社製）、カラム温度：室温。

3－2－7　　　 ＝w 二　　　　 ふ

　インスリンのPBS溶液（0．5mg／mL）、　SGを飽和させたPBS溶液、およ

び対照としてNaGCの2．5、10、20　mM　PBS溶液を調製した。これらを

円偏光二色性分光偏光計（JASCO　Model　J600、日本分光工業（株）製）

を用い、波長300nm～250nmの範囲、スキャンスピード10nm／minで、

スキャンした。セルは層長1．Ocmの石英セルを用いて測定した。測定値
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から分子楕円率［θいへの変換はコンピューターを用いて、［θ］、ニθλ

ノ（C・1）　（θは波長λにおける楕円率・Cはインスリン濃度（dmol1L）、1

はセルの層長）の式により求めた。

3－2－8　　き愚

　「2－2－8統計学的解析」の項と同様に解析した。
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第3－3節　結果の部

3．3．11n　vitroにお｝るSGおよびSSのインスリン　誘’・　准一

　SGおよびSSの吸収促進機構解明のためにin　vitroにおけるインスリ

ンの膜透過実験を行った。1．0％SGおよびSS添加インスリンPBSの人工

膜、脂質膜および家兎の摘出鼻粘膜における3時間までのインスリンの

膜透過量を測定した。なお、インスリンの測定には、人工膜においては

インスリンの透過性が高かったため、HPLCにより測定し、脂質膜およ

び鼻粘膜においては透過性が低かったため、EIA法により測定した。

　Fig．12に示すように、人工膜においては、コントロールおよびSG添

加においてインスリンは透過し、SSを添加するとインスリンの透過性は

低下した。これは、1．0％SSは過飽和状態のためSGより溶解性の低いSS

が膜に吸着してインスリンの膜透過を阻害しているためと推察された。

また、SGとコントロールのインスリンの膜透過係数に有意な差が認めら

れなかった。一方、脂質膜および鼻粘膜においては、コントロールでは

インスリンの透過はみられなかったが、SGおよびSSを添加するとイン

スリンの透過が有意に上昇し（p＜0．001）、これらの膜透過促進作用は、SS

よりもSGの方が有意に高いことが明らかとなった（p＜0．001）。これは、

SSよりもSGの方が脂質への親和性が高いためと推察された。また、こ

のインスリンの膜透過促進作用は、SG添加とSS添加時のインスリンの

膜透過係数における比（SG／SS）が、脂質膜において2．17、鼻粘膜におい

て2．06と近い値であったことから、SGは鼻粘膜の脂質への作用が大き

く、タンパク分解酵素阻害作用は小さいのではないかと推察された。
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Fig．12．　Permeability　coefficient　of　in8ulin　in　PBS　with　1．0％

SG　or　SS　through　the　artificial　membrane　with　and　without
80aked　lipid8（AFL，　AF），　and　the　na8al　muco8a；contro1（口），

1．0％SG（口）or　1．0％SS（■）．

Each　Value　repre8ent8　the　mean±S．D．（n＝3）．
★ p＜0．05，★★p＜0．01，★★★p＜0．001．



3－3・2SGとインスリンの互

　インスリン分子は亜鉛イオンの存在で6量体へ自己重合することが知

られている64）。インスリン分子は、曲がった構造をもつA鎖とB鎖を含

むα・ヘリックス構造であるが、二つの非平行なB鎖の・COOH末端の間の

β・構造で、疎水性相互作用と4個の水素結合により2量体を形成する。

亜鉛イオンは、B10もしくはB5のヒスチジン残基のイミダゾール基を通

して連結させる。このような特徴から、6量体インスリンの解離は円二

色性スペクトルにより測定することができる。インスリンの経鼻膜吸収

促進剤として有効であると報告されているNaGC71）やドデシル硫酸ナト

リウム72）等は、その促進機構の一つとして、インスリンの重合の解離作

用、すなわちモノマー化が報告されている。

　そこで、SGとインスリンの相互作用について、円二色性スペクトルを

用いて検討した。円二色性スペクトルにおいて276nmの負の極大吸収

は、逆平行のβ・構造を形成しているB23’28の芳香族残基の寄与による

ものである7D。したがって、このピークの増強は重合の解離と相関する

といわれている。そこで、インスリンのPBS溶液、SGを飽和させたイン

スリンPBS溶液およびNaGCを添加したインスリンPBS溶液のスペクト

ルを測定した（Fig．13）。

　対照として用いたNaGC　2．5　mmol11．（Fig．13C）においては、276　nm

のピークはインスリン溶液（Fig．13A）とほぼ同様であったが、10、20

mmo1／Lと添加量を増加すると（Fig．13D，E）、この極大吸収波長は小さく

なった。一般に、NaGCは水分子と強力な水素結合を形成し、またミセ

ルを形成してその疎水性中心部分に脂肪族や芳香族側鎖を包合すること
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Fig．13．　Effect80f　SG　and　80dium　glycocholate（NaGC）on　the
circular　dichroi8m　8pectra　of　in8ulin　in　PBS．

A：0．591L　insulin　801ution，　B：8aturated　with　SG（0．092
mmo1／L），　C：containing　2．5　mmo1／L　NaGC，　D：containing　10

mmo1／L　NaGC，　E：containing　20　mmo1／L、　NaGC．



によりインスリン分子の重合を解離するといわれている71）。

　一方、　SGを飽和させたインスリン溶液（Fig．13B）では、インスリン溶

液とほぼ同じピークを示した。したがって、SGはインスリン分子のモノ

マー化作用をもたないことが推察された。経鼻膜吸収促進剤として知ら

れているシクロデキストリンもインスリンの重合解離作用をもたないこ

とが報告されており73）、経鼻吸収促進の作用機構は主として薬物への作

用によるものではないと推察された。

3・3・3SGと白の

　吸収促進剤は、鼻粘膜に対して非可逆的なダメージを与えることによ

りその作用を示すことが多い。そこでSGによって引き起こされる鼻粘膜

組織変化を、SGを経鼻投与後にインスリンを経鼻投与し、その吸収性か

ら調べた。先ずSGを8mg経鼻投与した後、30分および60分後にイン

スリン2mgを経鼻投与し、SGとインスリンの同時投与の場合と比較し

た。なお、SGとインスリンの同時投与は、SGを投与した直後にインス

リンを投与した。その結果をTable5に示す。SGはインスリンと同時に

投与すると最も高いAUGおよび薬理学的生物学的利用能を示し、SG投

与30分後にインスリンを投与した場合でも経鼻吸収促進作用は認めら

れた。また、SG投与60分後にインスリンを投与した場合では、30分後

にインスリンを投与した場合に比べ顕著にその作用は減少し、その作用

はほとんど認められなかった。これにより、SGは鼻粘膜に対して一過性

に作用し、安全な促進剤であると推察された。
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Table　5．　Duration　of　the　effect　of　SG　in　’the　powder　dosage　foro　on　total

fall　　of　　the　　glucose　　reduction－ti血e　　（AUG）　　and　　the　　phar皿acological

bioavailability　（D％）．

Time　（min）　　　　　　　　　　　　　　　　　　AUG（％＊hr）　　　　　D　％（0－6hr）

　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1504．0±93．0　　　　　　2．0±0．12

30　　　　　　　　　　　　　　　　　　1067．0±57．2　　　　1．4±0．08

60　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　284．0±75．2　　　　　0．4±0．10

SG　（8　mg）　was　　administered　　at　　O，　30，　0r　60　皿in　Prior　　to　the　　admin－

istration　of　insulin　（2　皿9，　20．O　IU／kg）．

Each　value　represents　the　mean±S．　D．　（n＝3）．
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　家兎の鼻腔を0．05Mの塩化カルシウム溶液で洗浄し、5分後に1％SG

含有インスリンPBS製剤を投与して得られる血糖低下作用を洗浄未処理

のものと比較した（Fig．14）。塩化カルシウム溶液の洗浄未処理では、イ

ンスリン製剤投与後1時間で最大60％まで血糖低下作用を示したが、洗

浄すると血糖低下作用は有意に抑制され、投与後2時間で約10％の血糖

低下作用が認められた。これは、SGが鼻粘膜の細胞間隙におけるタイト

ジャンクションの開閉に関与するカルシウムイオンに作用し、カルシウ

ムイオンと複合体を形成するためと推察された。

　さらにTable　3で示したように血糖低下作用を促進したL一グルタミン

酸を添加して同様の検討を行った（Fig．15）。

　塩化カルシウム溶液の洗浄処理後ではL・グルタミン酸とSG含有イン

スリンPBS製剤による血糖低下作用は、未洗浄のときよりも抑制された。

しかし、この血糖低下抑制作用は有意な差ではなかった。この現象はラ

ッカセイ油製剤においても同様の結果が得られた（Fig，16）。

　これらの結果より、SGは鼻粘膜におけるタイトジャンクションの開閉

に関与するカルシウムイオンとの複合体形成作用を有するが、タンパク

分解酵素阻害剤のL一グルタミン酸にはその作用はないことが示唆された。
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Fig．14．　Pla8ma　gluco8e　level　after　na8al　admini8tration　of　the

in8ulin　8u8pen8ion　in　pho8phate・buffered　8aline　with　1．0％
（w／v）of　SG　5min　after　pre－admini8tration　of　O．05　M　CaC12

（10．O　IUlkg）．（▲）　No　pre－admini8tratioh；（△）　pre．

admini8tration　of　CaC12．
Each　value　repre8ent8　the　mean±S．D．（n＝3）．
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Fig．15．　Pla8ma　gluco8e　level　after　na8al　admini8tration　of　the

in8ulin　8u8pen8ion　in　pho8phate・buffered　8aline　with　1．0％
（w／v）of　SG　and　O．5％（w／v）Lglutamic　acid　5　min　after
pre－administration　of　O．05　M　CaCl2（10．O　IUlkg）．（●）No
pre・・admini8tration；（○）pre・admini8tration　of　CaCl2．

Each　value　represent8　the　mean±S．D．（n＝3）．
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Fig．16．　Pla8ma　gluco8e　level　after　na8al　admini8tration　of　the

in8ulin　8u8pen8ion　in　peanut　oil　with　1．0％（wlv）of　SG　and

O．5％（wlv）L－91utamic　acid　5　min　after　pre－admini8tration　of

O．05MCaC12（10．O　IU／kg）．（●）No　pre・admini8tration；（○）

pre・admini8tration　of　CaC12．
Each　value　represent8　the　mean±S．D．（n＝3）．
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第3・4節　まとめの部

　第2章では、in　vivo実験よりSGの方がSSより経鼻吸収促進作用が高

いことが認められたが、in　vitroの鼻粘膜透過実験からも同じ傾向が認

められた64・66・？4）。

　これは、SGおよびSSが鼻粘膜の脂質に作用するためと推察された。

この結果は、村松ら75）の報告による、ジパルミトイルポスファチジルコ

リンで調製したリボソームにSGを添加すると、リボソームのゲルー液晶

相転移温度が低下し、封入された薬物が漏れやすくなることから、SGは

脂質の流動性を上げていることともよく対応した。また、円偏光二色性

測定から、SGがインスリンのモノマー化作用を示さないことも明らかと

なった。さらに、SGが鼻粘膜のタイトジャンクションのカルシウムイオ

ンとの複合体形成作用を示し、インスリンの膜透過を促進しすることが

明らかとなった。しかし、SGの膜への作用は一過性であり、SGは安全

な促進剤であると推察された。
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第4章SG含有インスリン製剤の繰り返し投与に

　　　　　　　　おける吸収性と安全性

第4－1節　序論

　これまでにSGおよびSSが、家兎においてインスリンの経鼻吸収促進

作用を有し、既に報告されているNaGC等の吸収促進剤より高い吸収促

進効果を示すことを明らかにした64・66）。また、これらの吸収促進作用の

メカニズムは、これらが一過性に鼻粘膜のタイトジャンクションのカル

シウムイオンと複合体形成作用を示し、また、鼻粘膜の脂質にも作用す

ることを明らかにした74）。

　これまでの結果は、単回投与による吸収促進剤としての有効性を示し、

安全性の面においては保証されていない。

　そこで本章においては、臨床試験の第一段階として、短期間における

SG含有インスリン製剤の繰り返し投与を行い、インスリンの経鼻吸収性

と鼻粘膜に対する障害性について検討した。
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第4－2節　実験の部

4・2・1言⑳の

　インスリンは、bovine　pancreas（25．71U／mg）およびporcinePancreas

（27．81U！mg）でSIGMA　CHEMICAL　CO．製を、ラッカセイ油（日本薬局方

品）は小境製薬（株）製を用いた。SGは、龍角散（株）より提供してい

ただいた。また、NaGCはSIGMA　CHEMICAL　CO．製を用いた。その他

の、試薬は全て特級品を用いた。

4－2－2　言　＾き　　り

　水性懸濁液製剤および油性懸濁液製剤は、前述の「1・2・2試料調製」

の液状製剤の調製法にしたがって調製した。

　液状製剤および粉末製剤の投与法は、前述の「2－2・3投与法」の投与

法に準じて投与した。

4・2－4血　直の’1±

　血糖値の測定は、前述の「1・2－4血糖値の測定」の項と同様に測定し

た。

4－2－5血　インスリン’曲　の測｛

　血中インスリン濃度の測定は、前述の「3・2・6インスリン濃度の測定」
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の項と同様に測定した。

4・2・6in　vivoにお｝る由、へのIJ　の　　“

各インスリン製剤は、前述の「1－2－3投与法」の項に準じて投与した。

4・2－7生　苗・｜　の

　薬理学的生物学的利用能と生物学的利用能は、前述のそれぞれ「1－2．

5生物学的利用能の算出」と「2・2－6生物学的利用能の算出」の項と同

様に算出した。

4・2・8白　　に文・　る1　→の話’

1）単回投与

　製剤投与後30分または1時間経過した後、家兎をエーテル麻酔し、過

飽和塩化カリウムにより安楽死させ、直ちに鼻中隔を摘出した。鼻中隔

は、中性10％の炭酸緩衝ホルマリン溶液で少なくとも24時間処理し、組

織を固定した。中央部分を鼻粘膜表面に対して垂直に切断し、幅4mm

の組織切片とした。組織切片は、EDTA法により脱灰後、常法にしたが

ってパラフィン蝋で固定し、約3μmのパラフィン切片を作成して、

Hematoxylin　and　Eosin染色を施した。これらの切片を顕微鏡下で観察

し、同じ家兎で製剤を投与した側の鼻粘膜と、投与していない側の鼻粘

膜の組織（コントロール）を定性的に比較した。

2）連続投与

　製剤投与後3日目および5日目に、家兎をエーテル麻酔した後・過飽
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和塩化カリウムにより安楽死させ、直ちに鼻中隔を摘出した。以下、上

述の単回投与した場合と同様にした。

4．2、9　　言愚

　「2．2・8統計学的解析」の項と同様に解析した。
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第4－3節　結果の部

4・3・1　’ロ　　によるSGの　　　 、　　宝

　第2章の各種インスリン製剤やSG添加製剤においてウサギ鼻粘膜に

おけるインスリン吸収促進作用が認められたことから、SGによる鼻粘膜

の組織障害性を検討した。

　まず、試験した製剤中、最もインスリンの経鼻吸収性の高かったラッ

カセイ油製剤について、ラッカセイ油のみ、インスリン含有ラッカセイ

油およびSG添加インスリン含有ラッカセイ油を経鼻投与後、最大薬理効

果がみられた投与後1時間における鼻中隔を摘出し、その組織の比較を

行った（Fig．17）。また、経鼻吸収促進剤として有効であるが、粘膜組織

障害性も既に報告されている1％NaGC含有PBS製剤28）についても検討

を行った（Fig．18）。　Fig．17（a）は、対照として無処置の鼻粘膜であり、

ラッカセイ油製剤を投与したものでは（Fig．17（b，c，d））、鼻粘膜上皮細胞

において軽度の炎症が認められた。一方、1％NaGCPBS製剤においては

炎症だけでなくびらんまで認められた（Fig．18）。また、SG含有インスリ

ン・ラッカセイ油製剤では（Fig．17（d））、ラッカセイ油単独のときの結果

（Fig．17（b））と同程度の症状が鼻粘膜上で認められ、有意な差は認められ

なかった。これにより、インスリンとSGは、ラッカセイ油による鼻粘膜

への刺激性を増長することはないと推察された。

　次に、インスリン単独粉末、SG単独粉末およびインスリンとSGの混

合粉末製剤（2：8）の3製剤について検討した（Fig．19）。なお・　SG単独

粉末においては、投与後1時間値だけでなく、30分値についても検討を
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行った（Fig．19，　Table　6）。

　インスリン単独粉末においては、無処置群（Fig．17（a））と同様、病理組

織学上、形態変化が認められなかった（Fig．19（a））。　SG単独粉末において

は、経鼻投与後30分値および1時間値ともにSGの鼻粘膜への接触時間

に関係なくインスリン単独粉末と同様に、病理組織学上、鼻粘膜上皮細

胞に形態変化が認められなかった（Fig．19（b，c））bさらに、インスリンと

SGの混合粉末製剤においても各々の単独粉末のときと同様、鼻粘膜上皮

細胞に形態変化が認められなかった（Fig．19（d））。

4－3・2SGム　インスリン　　l」　の話り涙　　 によるz自ロ

　前項で、SG添加インスリン製剤の単回投与においては、SGの鼻粘膜

に対する刺激性が認められなかった。しかし、実際にペプチド製剤が臨

床の場で用いられる場合は、連続投与されることが多い。そこで、SG添

加インスリン粉末製剤の連続投与によるインスリンの経鼻吸収性への影

響を検討するために、まず、製剤の1日1回、5日間の短期間の繰り返し

投与を行った（Fig．20）。

　その結果、，血中インスリン濃度は5日目まで全て投与後30分で最大血

中濃度Cmaxを示し、ほぼ一定の値が認められた（Fig．20（a），、p＞0．05）。

また生物学的利用能（F％）は、平均で約25．0％であった（Table7，p＞0．05）。

　それに対応して薬理効果も、各投与日とも投与後約2時間で平均して

約70％の血糖低下作用を示し、一定の薬理効果を示した（F三g．20（b），

P＞0．05）。また薬理学的生物学的利用能は約61．6％と非常に高い値を示し

た（Table　7）。
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Table　6．　Histopathological　findings　of　nasal　mucosae　of　insulin　peanut　oil　suspension　and　powder　dosage　forms．

Histopathological　　　　　　　　　　　　　Prep．　　　　Control　　　　I　　　　　　I［　　　　　　10　　　　　　F／　　　　　　V　　　　　　VI　　　　　VI　　　　　V凪

　　　Findings　　　　　　　　　　　　　　　Animal　No．　　　1　　2　　3　　4　　5　　6　　7　　8　　9　　 10　　11　　12　　13　　14　　15　　16　　17　　18

Degeneration　of　epithelium　　　　　　　　　　　　　　　－　　　一　　　＋　　　＋　　　＋　　　＋　　　＋＋　　＋　　　＋＋　　　＋　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一

Inflammatory　cell　infiItration　　　　　　　　　　　－　　　一　　　±　　±　　±　　±　　±　　±　　＋　　　　＋　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一

　　　　　in　lamina　prOpria　mUCOSa

Erosion　in　mucosa　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　±　　　一　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一

Φ
Φ

Abbreviations：　一，　no　change；　±，　very　slight；　＋，　slight；　＋＋，　moderate；

1，　peanut　oi1；　II，　insulin　in　peanut　oil；　皿，　insuhn　and　SG　in　peanut　oi1；　W，　sodium　glycocholate；

V，　insulin　powder；　VI，　SG　powder　（0．5　hr）；　V『，　SG　powder　（1　hr）；　V薗，　insulin　and　SG，

Nasal　mucosae　were　excised　at　l　hr　except　for　group　VI　（0．5　hr）．

Each　rinding　is　the　result　of　duplicate　exPeriments．
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Fig．20．　Efficacy　of　porcine　in8ulin　powder　with　SG（in8ulin：

SG＝2：90）prepared　by　freeze－drying　in　a　8ubchronic　8tudy・
Rabbit8　received　drug　fbr　58ucce8sive　day8（2．O　IU／kg）．

Data　represent　blood　in8ulin（a）and　blood　gluco8e（b）on　day
1，2，3，4，0r　5（mean±S．D．；n＝3）．

口，day　1；○，　day　2；△，　day　3；　■，　day　4；●，　day　5．
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Table　7．　　Effects　　of　　continuous　　ad皿inistration　　of　　insulin　　po▼der

（2．O　IU／kg）　　on　　the　　phar皿acological　　bioavailability　（D　％）　　and　　the

bioavailability　（F　％）、

Ad囲inistration　day　　　　　　　　　　　　　　　D　％（0－4hr）　　　　　F　％（0－4hr）

1st　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 52．9±4．9　　　　　31．0±16．4

2nd　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　58．8±5．6　　　　　　16．0±　　4．8

3rd　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　69．2±8．4　　　　　　43．0±27．3

4th　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　67．7±4．1　　　　　　25．8±15．5

5th　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　59．2±5．1　　　　　　9．2±　 8．4

Ave．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　61．6±8．1　　　　　25．0±18．5

Each　value　represents　the　mean±S．　D，　（nニ3）．
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　これらの結果より、単回投与だけでなく、繰り返し投与においてもSG

が鼻粘膜細胞に対して刺激性がないことが明らかにされた。

4－3．3　品りi反し凡　による　　　‘　’　宝

　前項の吸収性とともに、繰り返し投与におけるSGの鼻粘膜組織障害性

をSG含有インスリン粉末製剤を経鼻投与後、3日目および5日目の家兎

の鼻中隔を摘出して検討した。

　Fig．21に、投与後3日目および5日目の同じ家兎の製剤投与側と無処

置側（対照群）を各々示す。製剤を投与した鼻粘膜の組織切片（Fig．21（b，d））

は、対照群（Fig．21（a，c））と同様、鼻粘膜上皮細胞に投与処置に起因する

形態変化が認められなかった（Fig．21）。

　SG含有インスリン粉末製剤の繰り返し投与において、SGは鼻粘膜細

胞に対して組織学的変化を生じないことから、SGの吸収促進剤としての

安全性を明らかにした。
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（a）un㎞ted　s』（day　3） （c）耐㎜おd曲（輌5）

や

o

（b）』己sae（day　3）

s　　－　　　　　．　ピ・　　　．　　、　　　　　　　　　　　もー〔　　三二　　　　．

Fig．21．　Micro8copic　photograph80f　m8al　muco8a　on　day　30r
5aft冶r　continuou8　admini8tration　of　porcing　in8uUn　powder

with　SG（in8uUn：SG＝2：90）prepared　by　freez6・drying（H
and　E　Stain，×100）．（a）untreated　8ite（day　3），（b）treated

8ite（day　3），（c）untreated　8ite（day　5），（d）treate《18ite（day　5）．



第4・4節　まとめの部

　インスリン吸収促進作用を示す大豆ステロールグルコシド（SG）による

ウサギ鼻粘膜の組織障害性について検討を行った76）。ラッカセイ油製剤

を経鼻投与した場合では、鼻粘膜上皮細胞において軽度の炎症が認めら

れたが、粘膜組織障害性が既に報告されている1．0％グリココール酸ナト

リウムPBS製剤においては炎症だけでなくびらん状態まで認められた。

それに対し、インスリンおよびSGは無処置群と同様病理組織学上、鼻粘

膜上皮細胞に変化が認められなかった。

　また臨床における連続投与を考え、SG添加インスリン粉末製剤を5日

間繰り返し投与することで鼻粘膜への経鼻吸収性と安全性への影響につ

いて検討を行った74）。血中インスリン濃度においては、5日間投与後約

30分で最大血中濃度を示し、ほぼ一定の値が認められた（p＞0．05）。ま

た生物学的利用能は平均約25．0％であった。それに対応して薬理効果は、

投与後約2時間で平均で約70％の最大血糖低下作用を示した（ρ＞0．05）。

また薬理学的生物学的利用能は、平均で約61．6％であった。

　また、この製剤投与後3日目および5日目におけるウサギ鼻中隔を摘

出し、顕微鏡下で観察したところ、いずれの投与日においても鼻粘膜の

炎症およびびらん状態等、処置に起因した形態変化は何等認められなか

った。

　第3－4節より66）、SGの吸収促進機構は鼻粘膜中の脂質やタイトジャン

クションのカルシウムイオンに一過性に作用し、膜への作用が示唆され

た。しかし、SG含有インスリン粉末製剤の短期間での繰り返し投与にお
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いては、病理組織学的検査により鼻粘膜への障害性は認められず、イン

スリンの経鼻吸収性にも変化が認められないことから、SGは安全かつ有

用な吸収促進剤であることが明らかにされた。
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第5章総括と結論

　薬物を点眼すると、涙液は鼻涙管を経由して鼻粘膜に到達する。眼を

経鼻吸収の薬物の貯留庫とし、ここから薬物を徐々に放出させることに

よって、鼻粘膜から持続的に薬物を吸収させようとした。人工涙液を用

いたインスリン製剤を点眼すると、インスリン’は結膜だけでなく鼻粘膜

においても吸収が確認されたことから、薬物は涙液に溶解し鼻涙管を経

由して鼻粘膜へ送られて吸収されることを明かとした。点眼で鼻涙管を

経由して鼻粘膜からも吸収される系でのインスリンの薬理効果は、経鼻

投与系よりも持続性を示した。したがって、点眼剤から涙液への薬物の

放出を改善すれば、吸収促進剤を用いずにインスリンの吸収性を高める

ことが可能であると考察された。しかし、インスリンの薬理効果は直接

経鼻投与したものが最も大きくなった。

　大豆ステロールグルコシド（SG）およびそのアグリコン（SS）は、油性お

よび水性インスリン懸濁液剤と粉末製剤においてインスリンの経鼻吸収

促進作用を示した。インスリンーリン酸塩緩衝生理食塩液（PBS）懸濁液剤

において1．0％以下のSG濃度ではSG濃度とインスリンの血糖低下作用

に相関性が認められ、SGの濃度が1．0％を越えるとその作用は飽和した。

また1．0％SGおよびSS含有水性インスリンPBS懸濁液剤において、そ

の経鼻吸収促進作用の比べると、SGの方がSSよりもその作用が高い傾

向を示した。

　さらにSSの各成分による吸収促進作用の強さはβ・sitostrol≧

campestero1＞stigmasterolの順であり、各成分の疎水性の高い順と
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一 致した。すなわちSSでは疎水性の高い成分が吸収促進作用が高いこと

を明らかにした。

　油性液剤では、流動パラフィン製剤やラッカセイ油製剤に1．0％SGを

添加すると、それぞれSG無添加時の3．4倍の8．3％と1．7倍の11．6％の薬

理学的生物学的利用能が得られた。またSGとSSの吸収促進作用は、水

性液剤と同様にSGの方がSSより大きいことが明かとなった。

　製剤中の薬物の安定性を考えて、粉末製剤についても検討した。調製

方法において、物理的混合よりも凍結乾燥の方がインスリンの経鼻吸収

性が高いことを明かにした。また、SG含有凍結乾燥製剤は、1．0％SG含

有PBS溶液製剤と比較して生物学的利用能は約2～3倍に上昇した。ま

た、SGとインスリンの製剤の血糖低下作用の持続性を上げるためにカル

ボキシビニルポリマーやムチンを添加した製剤とその血糖低下作用の持

続を比較した。この結果よりSGは賦形剤としても有用性が高いことを

明らかにした。

　SGとSSの吸収促進機構を、摘出ウサギ鼻粘膜とッーチャンバーセル

を用いたインスリンのin　vitro膜透過実験によって調べた。1．0％SG含

有インスリンPBSにおけるインスリン膜透過係数は、1．0％SS含有のほ

ぼ2．1倍で、in　vivoと同様にSGの方がSSよりも吸収促進作用が高いこ

とと対応した。また、SGおよびSSはセルロース人工膜においてはイン

スリンの透過を促進せず、脂質を添加した人工膜や摘出鼻粘膜において

は透過を促進したことから、鼻粘膜中の脂質に作用することが示唆され

た。

　一般に薬物の鼻粘膜吸収はpH・分配仮説に従う受動拡散によるものと
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考えられているが・インスリンのように高分子の薬物の透過は細胞間を

透過すると考えられる。そこで・1・0％SG含有インスリンPBSを用いて、

インスリンの鼻粘膜透過性におけるカルシウムイオンの影響を検討した。

家兎の鼻腔を0．05Mの塩化カルシウム溶液で洗浄後、1．0％SG含有イン

スリンPBSを投与すると、未処理のものに比べて血糖低下作用は有意に

抑制された。これにより、SGが粘膜細胞間隙におけるタイトジャンクシ

ョンの開閉に関与するカルシウムイオンに作用し、複合体を形成する能

力を有することが示唆された。

　SGにおける鼻粘膜の組織障害性について、上項の各種インスリン製剤

について検討を行った。製剤投与後、直ちにウサギ鼻中隔を摘出し、顕

微鏡下で観察したところ、ラッカセイ油のみやインスリンやSG含有ラッ

カセイ油では鼻粘膜上皮細胞において軽度の炎症が認められたが、粘膜

組織障害性が既に報告されている1．0％グリココール酸ナトリウム含有

PBSにおいては炎症だけでなくびらん状態まで認められた。それに対し、

インスリンおよびSG単独粉末においては無処置群と同様、病理組織学上

鼻粘膜上皮細胞に変化が認められず、SG含有インスリン製剤においても

インスリンのみの場合と同様、鼻粘膜上皮細胞に変化は認められなかっ

た。

　また臨床において、インスリン製剤は長期間投与されることが多いこ

とから、SG含有インスリン粉末製剤を5日間繰り返し投与し、鼻粘膜へ

の安全性と経鼻吸収性の予備的検討を行った。その結果、血中インスリ

ン濃度は投与後約30分で最大血中濃度を示し、生物学的利用能は平均で

約25．0％を示した。それに対応して薬理効果は、投与後約2時間で最大
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血糖低下作用を示し、薬理学的生物学的利用能は、約61．6％と非常に高

い値を示した。

　また、この製剤投与後の鼻粘膜の病理組織学的検査結果について、投

与後3日目および5日目のいずれの投与日においても、鼻粘膜の炎症お

よびびらん状態等、処置に起因した形態変化は何等認められなかった。

　これらの結果から、SGは安全で有効な吸収促進剤であることが示唆さ

れた。今後はこの吸収促進剤を用いた製剤の実用化が期待される。
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