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略号表

本論文においては、以下の略号を使用する。

AT　　　　　アトム多用途チューブ

BA　　　　　　　bioavailability

CyD　　　　　　cyclodextrin

FPIA　　　　　　fluorescence　polarization　imm皿oassay

GCyD　　　　　mono－maltosy1β一CyD

HE　　　　　　hematoxylin　and　eosin（staining）

HPCyD　　　　hydroxypropylβ一CyD

HPLC　　　　　high－performance　liquid　chromatography

Laureth－9　　　　polyoxyethlene－9－1aurylether

PAS　　　　　　　periodic　acid－Schiff（staining）

PE　　　　　ポリエチレンチューブ

RMCyD　　　　randomly　methylatedβ一CyD

SDC　　　　　　sodium　deoxycholate

SPE　　　　　　　　solid　phase　extraction

Tmax　　　　　maximum　drug　concentration　time

TDM　　　　　therapeutic　drug　monitoring
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序論

　鼻腔は、骨および軟骨の壁でできた腔が粘膜で被われていて、眼窩と口腔と

の間を占め気道の起始部をなすとともに嗅覚を司っている。鼻腔の上部はきわ

めて薄い飾板で大脳と分離し、飾板を通じて、血管、リンパ管、神経などの交

流があるので鼻と脳とは密接な関係にある。

　鼻腔は経口投与で十分なバイオアベイラビリティー生物学的利用能（BA）

が得られない場合やD、注射以外の投与経路が望ましい場合に比較的簡便に使

用できること2）、薬物吸収性が良いこと3）から薬物投与部位として有望視され

ている。また、ある種の薬物については、鼻腔投与が薬物の脳への送達に有利

であると報告されている4－6）。

　一方、鼻腔を鼻腔内の局所的治療以外の薬物投与部位としてみたとき、その

腔内は容積が小さいことから、投与できる薬物量には制限が生じる3）。さらに、

難溶性の薬物は溶解性を改善し、できれば溶出過程の不要な液剤とすることが

望ましい。また、ラットなどの小動物を用いた経鼻吸収の検討においては、薬

物投与量が制限されることになり薬物動態などの評価が困難となる場合が少な

くない。

　そこで本研究では、汎用型の高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を使用

しながら、微量の血清試料から薬物を高感度で定量できる、スクリーニングに

適した分析方法の開発を試み、固相抽出法を用いたセミミクロHPLCの有用
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性を検討した。次に、薬物を鼻腔での吸収に適した製剤として投与することを

目的として、高濃度の水溶性シクロデキストリン（CyD）溶液による薬物の溶

解性の改善を試み、まず高濃度水溶性CyDによる鼻粘膜傷害性を、ラットを

用いた組織学的検討により評価した。次に、高濃度水溶性CyD溶液により難

溶性薬物デキサメタゾンの溶解性の改善を図り、平井ら7）および相川ら8）の鼻

粘膜吸収実験法を改良した」η5枷薬物滞留法で、ラットにデキサメタゾンを

経鼻投与し、血中薬物動態、および凍結脳損傷モデルにおける脳浮腫抑制効果

を検討した。そして、水溶性CyDによる溶解性の向上と経鼻投与が、デキサ

メタゾンの脳への適用における新たな治療戦略となる可能性について評価した。
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第1章　薬物血中濃度分析における固相抽出法を用いた

　　セミミクロ高速液体クロマトグラフィーの有用性

　小動物を用いた鼻粘膜吸収実験における体内動態の解析にあたっては、投与

される薬物の量および採取できる生体試料の量ともに制限があるため、より高

感度な測定方法が要求される。また、生体試料には多数の成分が共存している

ために、いかに選択性・特異性の高い分析法であっても爽雑物の影響なしに目

的の薬物のみを測定できる方法はほとんどない。さらに、小動物を用いた鼻粘

膜吸収実験をスクリーニング試験に利用することを想定した場合、汎用性のあ

る分析法・分析機器を使用し、併せて低コスト化することが望まれる。

　汎用性の高い分析法としてHPLCがあるが、その高感度化を目的として、

ミクロカラム（内径1mm以下）を利用した研究が報告されてきた942）。おも

に濃度感応型検出器を使用するHPLCでは、導入した試料の希釈過程が小さ

いほど高感度で分析が可能となる。しかし、ミクロカラムHPLCは汎用型HPLC

（コンベンショナルカラムHPLC）に比較して、導入できる試料の容量ははる

かに小さく、さらに試料拡散を小さくするための専用配管と低流量（通常3

μL／min程度）が送液可能な専用ポンプが必要となる。したがって、現在も広

く使用されるには至っていない。

　一方、内径2mm前後のセミミクロカラムはコンベンショナルカラムHPLC

の装置を利用することが可能で、質量感度においてはミクロカラムHPLCに
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及ぼないものの、コンベンショナルカラムHPLCと比較して明らかに有利で

ある。薬物動態研究のみならず臨床における治療薬物モニタリング（TDM）

など血液中薬物を分析対象とする場合，セミミクロカラムの利用は試料血液量

を少量に抑えられるという点で有用性が高いと考えられる13）。

　また、HPLCで生体試料を分析する場合は前処理が必須であり、その分析全

体に対する比重は大きい。迅速性や簡便性などの有用性をHPLCに求めれば、

前処理法にも同様の有用性が要求され，両者が組み合わされて初めて有用な

HPLC分析法になると考えられる。すでに広い分野で精製または濃縮の手段と

して用いられている固相抽出solid　phase　extraction（SPE）は、液体クロマトグ

ラフィーの原理を利用した試料前処理法であり14d7）、従来の液一液抽出法で問

題となるエマルジョンの形成がなく再現性に優れるなどの特徴を有し、種々の

固相を目的とする物質に応じて選択できる応用性の高い前処理法である。さら

に，前処理方法のデザインによっては分析時間の短縮も可能である。

　本章では、SPEの抽出過程において、　SPEカラムの充填剤である固相に対し

て、血清タンパク質の吸着抑制などの適当な処理を行い、さらに、セミミク

ロカラムHPLCを使用して測定される薬物の検出感度を向上させ、分析に要

する生体試料の容量を減少させることにより、SPEカラムの反復使用が可能に

なるかを検討した。モデル薬物としては、フェニトインおよびカルバマゼピン

を使用した。フェニトインおよびカルバマゼピンは、TDMの対象となる薬物

でもあることから、分析に使用する血清試料の容量は、蛍光偏光免疫測定法
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fluorescence　polarization　immunoassay（FPIA）と同程度の50μLとした。
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第1節　フェニトイン分析におけるセミミクロHPLC

　　　　　とコンベンショナルHPLCの比較

　フェニトインのセミミクロHPLCとコンベンショナルHPLCでの分析条件を

Table　lに、また、フェニトイン標準液（20〃g／mL）をそれぞれの条件で分析

したときのクロマトグラムをFi　g，1に示した。セミミクロHPLCにおける検量

線（内部標準法）は、フェニトイン濃度1～200μg／mLの範囲で良好な直線性

を示し、フェニトインと内部標準物質セコバルビタールの分離は良好で、ピー

ク面積比（フェニトイン／セコバルビタール）は1．80であった。

　セミミクロHPLCは、コンベンショナルHPLCと比較して注入できる試料

の容量が少ないが、許容負荷量は検量線から推定できるので、試料の希釈、ま

たは注入量の調節により元の生体試料の薬物濃度に関係なく利用可能と考えら

れる。Fig．1に示すようにフェニトインの検出時間はコンベンショナルHPLC

で14．78min、セミミクロHPLCでは2．88minと分析時間（内部標準が検出され

るまでの時間を含む）は約80％短縮された。これにより移動相溶媒の消費量

も約80％削減できた。検出感度は、セミミクロHPLCがピーク高さ比で3．97

倍高かった。
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Table　l　　HPLC　conditions

Semi－micro　HPLC　　　　　　　　Conventional　HPLC

Column　　　　　　Mightysil　RP48　　　　　　　　Shim－pack　CLC－ODS

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（2mmO×150mm）　　　　　（6mmの×150mm）

Mobile　phase　　　　20mM　phosphate　bu脆r　　　　20mM　phosphate　buf允r

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（pH6．8）：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（pH6．8）：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　acetonitrile＝24：76　　　　　　　　　　　　　acetonitrile＝24：76

Flow　rate　　　　　　　O．5mL／min　　　　　　　　　　　O．5mL！min

Column　temp．　　　　50°C　　　　　　　　　　　　　　　50°C

Detector　　　　　　　220nm　　　　　　　　　　　　　　220nm

A

a
b

0　　　　　　　5　　0　　　　　　　5　　　　　　10　　　　　　15　　　　　　20　　　　　　25　　　　　　30

　　　　　　　　　　　　　　　　　Time（min｝

Fi　g．　l　Chromatograms　of　phenytoin（DPH）and　secobarbita1（SB）

　　　　　analyzed　by　semi－micro（A）or　conventional（B）HPLC

　　　　　a；DPH（20μg／m1），　b；SB（20μg／ml）．（A），（B）；0．08AUFS．
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第2節SPEによる血清中フェニトインおよび

　　　　カルバマゼピン前処理法の開発

　逆相系充填剤を用いるSPEの基本的な抽出手順18・19）に従ってアイソルート

C18（充填剤量50mg）およびオアシスHLB（充填剤量30mg）を用いて、フ

ェニトインおよびカルバマゼピン標準液を前処理したところ、約100％の回収

率が得られた。血清試料に対しては、SPEカラムの充填剤である固相によるフ

ェニトインおよびカルバマゼピンの保持を安定させる目的で、Table　2に示す

ように抽出方法を改良した。3名のボランティア（男性、平均年齢38．3歳）

から採血した血液を遠心分離して得た血清を、本改良SPE法で前処理しセミ

ミクロHPLcで分析したところ、アイソルートcl8を用いた場合（Fig．2－A）

も、オアシスHLBを用いた場合も、クロマトグラムにフェニトイン、カルバ

マゼピン、内部標準のセコバルビタールおよびシクロバルビタールの検出に妨

害となるピークはみられなかった。

　そこで、本改良SPB法によりフェニトインおよびカルバマゼピン添加血清

を前処理して、回収性を検討した。Fig．2にフェニトイン（D：抽出1回目、E：

抽出30回目）およびカルバマゼピン（B：抽出1回目、C：抽出30回目）添

加血清を、アイソルートC18で前処理し、セミミクロHPLCで分析したとき

のクロマトグラムを示した。また、Table　3に示すようにフェニトイン、カル

バマゼピンともに良好な回収率、再現性が得られた。今回の分析条件では血清
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試料50μLを使用しているが、これは一般のFPIA法に要する血清試料と同量

である。
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Table　2　　Solid　phase　extraction　procedure

Pr㏄edure　　　　　　　Solvent　　　　　　　　　　　　　　Volume

Conditioning　　　　　　methanol　　　　　　　　　　　　　　lmL×2

Equilibration　l　　　　　distilled　water　　　　　　　　　　　lmL×1

Equi　libration　2　　　　　20mM　phospbate　buf允r（pH　6．8）　　1mL×1

Application　　　　　　　sample＋1．S．　solution　a）　　　　　　　1．05mL×1

Wash　　　　　　　　20mM　phosphate　buf允r（pH　6．8）　lmL×2

Elution　　　　　　　　　methanol　　　　　　　　　　　　　　O、2mL／0．5mL×1　b）

a）Sample：serum　50μL，　L　S．　solution：20mM　phosphate　buffer（pH　6．8）contai　ning

　　intemal　standard（secobarbital（phenytoin）／cyclobarbita1（carbamazepine））

b）0．2mL（phenytoin），0．5mL（carbamazepine）

〇2468100246810024681002468100246810　　Tl鵬（ml・）　　W㎜｛m拍）　　W㎜｛ml・）　　Wm。《mm）　Wm°（mln）

Fig．2A：Ch1て）matogram　of　blank　human　serum　from　the　first　extraction　with　C　18－SPE　column．

　　　　B：Chromatogram　of　human　serum　spiked　with　carbamazepine　from　the　first　extraction　with

　　　　　　C18－SPE　colu㎜．

　　　　C：Chlomatogram　of　human　serum　spiked　with　carbamazepine　from　the　30th　extraction　with

　　　　　　CI8－SPE　oolu㎜．

　　　　D：Chm㎜tog㎜of　hum孤semm　spikd　with　phenytoin　from　the　nrst　extmction　with　C　l　8

　　　　　　－SPE　colu㎜．

　　　　E：Chmmatog1am　of　human　serum　spiked　with　phenytoin　fmm　the　30th　extraction　with　C　18

　　　　　　－SPE　column．

　　　　　aca・ぬm・z・pine（20μ〆m1），b　i・む・吻・伽・捻㎡・cyd・b肋i皿（100μ9／mL）

　　　　　・ph・nyt・i・（20μ9／血），　d　i・伽剖蜘・㎞d・sec・b・・biロ1（2（胸血）．

　　　　A，B，　C，　D，　E；0．04AUFS
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Table　3　Analytical　recovery　of　phenytoin　and　carbamazepine　ffom

　　　　human　serum　at　various　concentrations　using　SPE　column

Drug　　　　　SPE　column　　N　　　Concentration　Recovery　　　RSD

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（μ9／mL）　　　　（％）（mean±SD）　（％）

Phenytoin　　　Isolute　C　18　　　3　　　　2．0　　　　　　　85．1±3．20　　　　3．76

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　5．0　　　　　　　　　　89．6±0．22　　　　　0．24

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　10．0　　　　　　　　　86．4±0．94　　　　　1．08

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　20．0　　　　　　　　　　835±2．89　　　　　3．46

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　40．0　　　　　　　　　　94．0±1．08　　　　　　1．15

　　　　　　　　　　　　0asis　HLB　　　　3　　　　　2．0　　　　　　　　90．9±8．58　　　　9．44

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　5．0　　　　　　　　　　104．6±2．26　　　　　2．16

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　10．O　　　　　　　　　lO1．2±1．59　　　　　L57

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　20．O　　　　　　　　　　lO6．6圭4．53　　　　　4．25

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　40．0　　　　　　　　　　108．1±9．59　　　　　8．87

Carbamazepine　Isolute　C　18　　　3　　　　2．0　　　　　　　　115．9圭3．06　　　　2．64

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　5．O　　　　　　　　　　l135圭8．40　　　　　7．40

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　10．O　　　　　　　　　　lO3．7±12．2　　　　　11．7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　20．O　　　　　　　　　l17．1±5．39　　　　　4．60

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　40．0　　　　　　　　　　86．7±10．7　　　　　12．4
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第3節　血清試料処理におけるSPEカラム固相

　　　　　へのタンパク質吸着の検討

　ヒト血清を希釈せずに用いて、SPEカラム（ボンドエルートC18）固相へ

のタンパク質の残存を検討した。Table　4に、ヒト血清750μLをSPEカラム

（n＝3）に10回適用し通過してきた試料中、および10回適用後に、そのSPE

カラムをミリQ水で洗浄した洗浄液中のタンパク質およびアルブミン濃度を

示した。ヒト血清適用1～3回のSPEカラム通過血清試料において、タンパク

質量にわずかな減少がみられるが、アルブミン量には変化はみられなかった。

　SPEカラムのシリカ系固相は充填剤量の5％程度の物質を保持できるとされ

2°）、本実験では、SPEカラムにヒト血清試料を1～3回適用する間に、2．5mg

程度のタンパク質が固相に保持され充填剤量の許容負荷量に達したものと思わ

れた。一方、ヒト血清試料10回適用後の1回目の洗浄液中に2．25mg相当の

タンパク質が検出され、2回目の洗浄液にはほとんど検出されていないことか

ら、ヒト血清適用初期に通過血清試料のタンパク質量が減少したのは、固相に

よるタンパク質の比較的弱い保持と、SPEカラムの充填剤の粒子間に存在する

空間の影響と考えられた。すなわち、シリカ系の固相では平均粒子径が40～

60μmの充填剤が使用されているため、50mgの固相では約60μLの、固相粒子

間および固相表面の細孔が作る空間が存在する。従って、試料を適用後に空気

を通しても、水系の試料を完全に流出させるのは比較的困難である。僅かに吸
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着するタンパク質が分析に影響する場合には、分析対象となる薬物の保持に影

響せず、タンパク質の変性を起こさない洗浄液の適切な選択が必要と考えられ

る。

本実験の結果より、SPEカラムに逆相系のなかでも比較的保持力の強いオク

タデシル基を有する充填剤を用いた場合、タンパク質を含む試料を処理しても

タンパク質の変性を起こさないように、SPEカラムに導入し洗浄することによ

り、その影響をわずかなものにすることができると考えられた。

Table　4　The　concentration　of　protein　and　albumin

　　　in　eluent　passed　through　SPE　column

Steps　of　extraction　　　　　　　　　　　Sample　number

　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　2　　　　　　　3

　　　　　　　　Protein　concentration（g／dL）／Albumin　concentration（g／dL）

Sample　serum　　　　　　　　7．1／4．7　　　　7．1／4．7　　　　7．1／4．7

Apply　l　　　　　　　　　　　　　　　　7．0／4．7　　　　　　6．9／4．7　　　　　　7．0／4．8

Apply　2　　　　　　　　　　　　7．1／4．8　　　　7．1／4．7　　　　7．0／4．8

Apply　3　　　　　　　　　　　7．0／4．7　　　　7．1／4．7　　　　7．1／4．8

Apply　4　　　　　　　　　　　　　　　　7．2／4．8　　　　　　7．1／4．8　　　　　　7．1／4．7

Apply　5　　　　　　　　　　　　　　　　7．1／4．8　　　　　　7．1／4．7　　　　　　7．1／4．8

Apply　6　　　　　　　　　　　　　　　　7．1／4．8　　　　　　7．0／4。7　　　　　　7．2／4．8

Apply　7　　　　　　　　　　　　　　　　7．1／4．8　　　　　　7．1／4．7　　　　　　7．1／4．8

Apply　8　　　　　　　　　　　　　　　　7．0／4．7　　　　　　7．1／4．9　　　　　　7．1／4．8

Apply　9　　　　　　　　　　　　　　　　7．1／4．7　　　　　　7．1／4．8　　　　　　7．2／4．8

Apply　10　　　　　　　　　　　　　　　7．1／4．8　　　　　　7．1／4．7　　　　　　7．1／4．7

Wash　1　　　　　　　　　0．3／0．1　　　0．3／0．1　　　α3／O　l

Wash　2　　　　　　　　　0．1／0．0　　　α0／0．0　　　0．0／00
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第4節　薬物回収率に及ぼす薬物添加血清試料

　　　　　　　　の反復処理の影響

　Fig．3にアイソルートCl8およびオアシスHLBを用いて、フェニトインお

よびカルバマゼピン添加血清（20．0μg／mL）50μLを、各SPEカラムを用いて1

本あたり連続30回の前処理を実施したときの、それぞれの薬物の回収率を示

した。2種類のSPEカラムにおいて、反復した抽出回数の増加にともなうフェ

ニトインの回収率の低下は認められなかった。アイソルートCl8を用いたカ

ルバマゼピンの回収率は、若干の減少を示したが、フェニトイン、カルバマゼ

ピンともに30回の連続抽出においても良好な回収率を認めた。

　本実験では、SPEカラムで血清を含む試料を抽出しても、抽出過程を適切に

設定すれば、目的とする薬物の回収率を低下させずに繰り返し前処理可能であ

ることが示された。また、セミミクロHPLCを使用することにより薬物の検

出感度を上げ、それによって、SPEカラムで処理する血清試料の容量を50μL

と少量に抑えることができ、SPEカラムの充填剤への負担を軽減したことも、

高い回収率を維持した要因と考えられた。
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第5節　本章のまとめ

　本章では、小動物を用いた鼻粘膜吸収実験のためのスクリーニング試験への

利用を想定した、汎用性があり、低コスト化が可能な分析法を開発することを

目的とし、固相抽出法を用いたセミミクロ高速液体クロマトグラフィーの有用

性について検討し、次のような知見を得た。

［1］フェニトイン分析におけるセミミクロHPLCとコンベンショナルHPLC

　　の比較検討の結果、微量の薬物をわずかな生体試料から分析するには、

　　汎用性のあるHPLCの装置をほぼそのまま利用できて、高感度化が可

　　能なセミミクロHPLCが有用であると考えられた。さらに、セミミク

　　ロHPLCは分析時間・溶媒消費量を削減でき、低コスト化に有利であ

　　る。

［2］SPEによる血清中フェニトインおよびカルバマゼピンの前処理法の開発

　　から、比較的簡単な改良により薬物回収率が良好な抽出法が得られた。

　　　［1］のセミミクロHPLCを利用することにより、血清試料50μLから

　　フェニトイン、カルバマゼピンともに再現性よく良好に回収された。血

　　清試料50μLは、一般の蛍光偏光免疫測定法に要する血清試料と同量で

　　ある。

［3］血清試料処理におけるSPEカラム固相へのタンパク質吸着の検討を、
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　　シリカゲル基材にオクタデシルシランを結合させたC18固相を用いて

　　行った。一一般的に使用されるCl8は、逆相系の固相の中では無極性官

　　能基との無極性相互作用が、最も強い。しかし、血清試料適用後に、純

　　水にて洗浄すればタンパク質の固相への吸着は、きわめてわずかである

　　ことが示された。

［4］SPEカラムによる薬物添加血清試料の反復処理における薬物の回収率へ

　　の影響を検討した。フェニトインおよびカルバマゼピンの添加血清を試

　　料として、［2］で開発した抽出法を用い、セミミクロHPLCで分析し

　　たところ、同一のSPEカラムを連続30回使用しても、回収率の低下が

　　生じないことが示された。

　以上より、固相抽出とセミミクロHPLCを併用することは、微量の薬物を

含む少量の生体試料からの分析において、汎用性が高く、低コスト化も可能な

方法であり、小動物を用いた鼻粘膜吸収実験におけるスクリーニング試験に有

用と考えられた。
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第6節　実験の部

［1］装置

　　　HPLCには、島津製作所（京都）の送液ポンプ（LC－9A）2基、オー

　　トサンプラー（SIL－6B）、紫外可視分光光度検出器（SPD－6A）（セミミ

　　クロ用フローセルを使用）、カラムオーブン（CTO－6A）、システムコン

　　トローラー（SCL－6B）、クロマトデータ処理装置（CR－4AX）を使用し

　　た。また、血清の総タンパク質量とアルブミン量は、HITACHI　7150

　　Automatic　Analyzer（日立製作所、東京）にて測定した。

［2］HPLC用分析カラム

　　　セミミクロ用カラムにはMightysil　RP－18（2．OmmO×150mm、関東化

　　学（株）、東京）を、コンベンショナル用カラムにはShim－pack　CLC－ODS

　　　（6．OmmO×150mm、島津製作所）を使用した。いずれのカラムも、エン

　　ドキャッピング処理されたオクタデシル基結合シリカゲル（粒子径5

　　μm）が充填されたものである。また、本研究ではガードカラムは、使

　　用しなかった。

［3］SPEカラム

　　SPEカラムには、アイソルートCl8／50mgおよびボンドエルートC18

　　／50mg（（株）ユニフレックス、東京）、オアシスHLB／30mg（日本ウ

　　ォーターズ（株）、東京）のリザーバー容量1mLの製品を使用した。
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［4］薬物

　　　フェニトイン原薬は大日本製薬（株）（大阪）、カルバマゼピン原薬は

　　ノバルティスファーマ（株）（東京）より恵与されたものを使用した。セ

　　ミミクロHPLCにて内部標準物質として用いたシクロバルビタールおよ

　　びセコバルビタールは、東京化成工業（株）（東京）の製品を使用した。

　HPLCの移動相溶媒に用いたアセトニトリル、およびSPEの溶出や標準

　液の調製に用いたメタノールはHPLC用（和光純薬工業（株）、大阪）を、

　その他の試薬は市販特級品を使用した。水は、常水を蒸留・イオン交換

　後にミリQ純水装置（日本ミリポア（株）、東京）にて精製して使用し

　　た。

［5］試料および試料の前処理

　　　フェニトイン標準液は、原薬を乾燥（105°C，2hr）後一定量を量り、メ

　　タノールに溶解し、使用時まで4℃で保存した。ヒト血清は、健常成人

　　ボランティア3名から採血した血液を室温にて30分間放置後、遠心分離

　　し上清として得た。フェニトインおよびカルバマゼピン添加血清は、そ

　　れぞれフェニトインまたはカルバマゼピンのメタノール溶液を添加

　　（0．5％v／v）して、振塗混合後、10分間室温放置することにより調製し

　　た。

［6］フェニトイン分析におけるセミミクロHPLCとコンベンショナルHPLC

　　の比較
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　　セミミクロカラムを用いたHPLCでフェニトイン標準液を分析し、コ

　　ンベンショナルカラムを用いた場合と、分析時間、検出感度を比較検討

　　した。

［7］SPEによる血清中フェニトインおよびカルバマゼピン前処理法の開発

　　　ヒト血清、フェニトインおよびカルバマゼピン添加ヒト血清を試料と

　　して逆相系SPEカラム（アイソルートCI8およびオアシスHLB）によ

　　る前処理法を開発した。この方法によりフェニトインおよびカルバマゼ

　　ピン添加血清（2．0，5．0，10．0，20．0，40．0μg／mL）各3試料を前処理し、セ

　　ミミクロHPLCで分析してフェニトインおよびカルバマゼピンの添加回

　収率を求めた。

［8］血清の前処理におけるSPEカラム充填剤へのタンパク質残存の検討

　　分析カラムに限らず、充填剤へのタンパク質の吸着などは劣化の原因

　　となる。そこで、SPEカラム充填剤へのタンパク質の残存を、アイソル

　ートCl8と同等製品のボンドエルートC18を用いて検討した。メタノ

　ール、次いでミリQ水を通したボンドエルートC18に、ヒト血清750μL

　　を適用し、SPEカラムからの通過液をタンパク質量およびアルブミン量

　測定用の試料とした。この操作を各カラム毎に10回繰り返し、それぞれ

　　の通過液を試料とした。また、ヒト血清10回適用後にSPEカラムをミ

　　リQ水750μLにて2回洗浄し、それぞれの洗浄液を試料とした。初めに

　適用したヒト血清、SPEカラムの各通過液および洗浄液中の総タンパク
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　質量とアルブミン量を測定し、それぞれのSPEカラム固相への残存を検

　討した。

［9］SPEカラムによるヒト血清試料の反復前処理におけるフェニトインおよ

　　びカルバマゼピンの回収率への影響

　　　アイソルートC18およびオアシスHLBを用いてフェニトインおよび

　　カルバマゼピン添加血清（20．0μ9／mL）50μLを試料に、それぞれのSPE

　　カラム1本当たり連続30回の前処理を施行し、反復前処理におけるフ

　　ェニトインおよびカルバマゼピンの回収率を検討した。
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第2章　ラット鼻粘膜に対する水溶性Cyl）の影響に関する

　　　　　　　　　　　　組織学的検討

　経鼻投与は、鼻腔の血管網の発達した鼻粘膜21・22）や優れた粘膜透過性23）に

より、非経口投与の中でも理想的な投与経路と思われる。加えて経鼻投与は、

初回通過効果3）や消化管で酵素分解され易い薬物の減少を回避でき、しかも使

用時に疾痛を伴わない投与方法である。さらに、鼻腔に投与された薬物が脳脊

髄液へ直接分布し、続いて脳へ分布することを示唆する報告がみられる24’27）。

これらの報告から、たとえば抗てんかん薬のような中枢神経系に作用する薬物

の、新たな投与経路になり得ると考えられる。しかし、これらの薬物は一般的

に難溶性であり、経鼻投与に適した液剤の製剤化は困難である。

　水溶性CyDを用いた薬物の溶解性改善の報告は数多くみられ28）、難溶性薬

物の溶解性を改善し液状製剤を作るために、有用な溶解改善剤と考えられる。

さらに、溶解改善剤として使用した幾つかの水溶性CyDについては、薬物の

粘膜透過性を増大させるとの報告もある29’31）。したがって、幾つかの吸収促進

剤について報告されているような重度の粘膜傷害32・33）を起こさないことが確

認されれば、水溶性CyDは経鼻投与製剤の調製に有用と思われる。しかし、

水溶性CyDの鼻粘膜傷害性に関する組織学的検討、さらに、安全が保証され

る水溶性CyDの濃度に関する正確な情報は限られている。それゆえに、ヒド

ロキシプロピルβ一cyD（HPcyD）やランダムメチル化β｛yD（RMcyD）など
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の水溶性CyDのラット鼻粘膜に対する組織学的影響を、　i〃v’vo単回およびく

り返し経鼻投与実験を行い光学顕微鏡で評価した。また、経鼻投与した薬液に

対する鼻粘膜の微細構造の変化を評価するために、走査型電子顕微鏡も使用し

た34）。デオキシコール酸ナトリウムsodium　deoxycholate（SDC）とポリオキシ

エチレンー9一ラウリルエーテルpolyoxyethylene－9－laurylether（Laureth－9）35）を、

水溶性CyDの鼻粘膜への影響と比較するためのポジティブコントロールとし

て用いた。
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第1節　水溶性Cyl）s、　SDCおよびLaureth・9の浸透圧

　3種の水溶性CyD溶液（A）とSDCおよびLaureth－9溶液（B）の、濃度と

浸透圧の関係をFig．4に示した。　SDCとLaureth－9の浸透圧は、濃度に対して

直線的な比例関係を示したが、水溶性CyD溶液の浸透圧は、濃度に対して直

線的な比例関係を示さなかった。組織学的検討に用いた試料溶液（Table　5）

は、15％w／v以上のRMCyD溶液を除いて等張以下の浸透圧を示した。

　低張液や高張液は、等張液に対して鼻粘膜上皮細胞の構造に影響を与える

との報告36－38）があるため、組織学的検討においてはこれら試料溶液を、リン酸

緩衝液により等張化した。

Table　5　Experimental　conditions　in　the　in　vivo　exposure　study

Compound　　　　　　　　　Concentration　　　　Nasal　exposure　time

　　　　　　　　　　　　（％W／V）　　　　　　（min）

Laureth－9　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　5

SDC　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　5

β一CyD　　　　　　　　　　　　　　　l．5　　　　　　　　　　　　5

HPCyD　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　5

　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　5

　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　30

　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　60

RMCyD　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　5

　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　5

　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　30

　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　60
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第2節　1η吻o単回経鼻投与実験

　コントロール群のラット鼻中隔中央部付近は、典型的な呼吸器系の上皮細胞

で被われている（Fig．5－AI　and－Bl）。これは、線毛が密集した多列線毛上皮細

胞である。1％w／vSDCおよびLaureth－9溶液投与群では、薬液を5分間鼻腔に

適用すると著しい傷害が認められる（Fig．5－A2　and－A3）。これらの群では、上

皮の破壊が激しく、多列線毛上皮細胞が完全に脱落している部分も見られる。

これら、ポジティブコントロールとしてのSDCおよびLaureth－9溶液投与群が

示した鼻粘膜傷害性の結果は、既存の報告32・33）と一致する。一方、15％w／vβ一

CyD溶液投与群では、薬液を5分間鼻腔に適用しても鼻粘膜上皮細胞への影

響は認められない（Fig．5－A4　and－B2）。　HPCyD溶液の5分間適用群では、鼻

粘膜上皮細胞にわずかな粘液分泌の増加が見られるものの、明らかな傷害は見

られず、さらに高濃度の20％w／v投与群においても大きな組織学的影響は認め

られない（Fig．5－A5，－A6　and－B3）。しかし、　RMCyD溶液の5分間適用群では、

鼻粘膜上皮細胞に明らかな変化が認められた（Fig．5－A7　and－A8）。この変化は

PAS染色により、鼻粘膜上皮細胞の粘液分泌充進によるものと考えられた（Fig．

5－B4）。また、20％w／v　RMcyD溶液投与群では、上皮細胞の厚みにわずかに減

少が見られた。

　さらに長時間にわたって薬液を鼻腔に適用した場合、すなわち10％w／v

HPCyD溶液を30分間および60分間適用した群では、わずかな上皮細胞の厚
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みの減少と粘液分泌の充進が見られた（Fig．6－Al，－A2　and－B1）。10％w／v　RMCyD

溶液の30分間および60分間滞留群では、鼻粘膜上皮細胞に5％w／vRMcyD溶

液の5分間滞留群と同様の変化が見られた（Fig．6－A3，－A4　and－B2）。すなわ

ち、粘液分泌は充進しているが、上皮細胞の脱落や厚みの減少は認められない。

　Fig．7のA1とA2は、等張緩衝液をラットの鼻腔に滞留（コントロール群）

させた後に鼻腔右外側壁中央付近を、走査型電子顕微鏡で観察したものである。

走査型電子顕微鏡は、光学顕微鏡と比べて鼻粘膜の多列線毛上皮細胞の組織学

的変化、とくに線毛の変化をより明確で精密に捕らえることができる。コント

ロール群では、線毛が密集している様子が見られ（Fig．7－AI　and－A2）、1．5％w／v

β一CyD溶液の5分間滞留群でも同様の上皮の状態が観察される（Fig．7－Bland

－B2）。5および20％w／v　HPcyD溶液を5分間滞留させた群でも、コントロール

群と同様に鼻粘膜上皮の形態的変化は見られない（Fig．8－Al　and－A2）。加えて、

lo％w／v　HPcyD溶液を30分間および60分間滞留させた群でも、鼻粘膜上皮に

大きな変化は認められない（Fig．9－Al　and－A2）。また、5％w／v　RMCyD溶液の

5分間滞留群でも、明らかな変化は見られず（Fig．8－B1）、　lo％w／v　RMcyD溶

液の30分間および60分間滞留群でも大きな変化は見られない（Fig．9－BI　and

－B2）。しかし、20％w／v　RMCyD溶液の5分間滞留群は、鼻粘膜上皮に大きな

変化をもたらした（Fig．8－B2）。線毛は抜け落ち、上皮に大きな亀裂が観察さ

れる。
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Fig．5A：The　optical　microscopic　photos　of　a　HE　stained　verUcal　section　ofthe　medial　region　of　nasal　septum　of　rat　after　a　5　min　exposure

　　　　ofisotoinc　phosphate　buffer　solution（A1），1％w／vLaureth－9（A2），1％w／v　SDC（A3），1．5％w／vβ一CyD（A4），5％w／v　HP－CyD

　　　　（A5），20％w／vHPCyD（A6），5％w／v　RMCyD（A7）and　20％w／vRMCyD（A8）．　B：The　optical　microscopic　photos　of　a　PAS　stained

　　　　　vertical　section　of　the　medial　region　ofnasal　septum　of　rat　after　a　5　min　exposure　of　isotoinc　phosphate　buffer　solution（B　1），1．5％w／v

　　　　　β一CyD（B2），5％w／vHPCyD（B3）and　5％w／vRMCyD（B4）．

　　　　C：CaHilage，　E：Cilliated　pseudos仕ati丘ed　colu㎜ar　epi血elium，　G：Gl紐dular　dssue，　M：Disch㏄gedmucous，　V：V践ular　smus（400×）．
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Fig．6A：The　oprical　microscopic　photos　of　a　HE　stained　vertical　section　of　the　medial　region　of　nasal　septum

　　　　　of　rat　after　a　30　min　exposure（A　l），　a　60　min　exposure（A2）of　l　O％w／V　HP－CyD　solution，　and　a　30　min

　　　　　exposure（A3）or　a　60　min　exposure（A4）of　10％wんRMCyD　solution

　　　　　B：The　oprical　microscopicphotos　ofaPAS　stained　vertical　section　of　the　medial　region　of　nasal　septum

　　　　　ofrat　after　a　30　min　exposure　of　l　O％wんHPCyD　solution（B　1）and　a　30　min　exposure　of　l　O％wんRM－

　　　　　CyD　solution（B2）

　　　　　C：Cardlage，　E：Ciliated　pseudostratified　columnar　epithelium，　G：Glandular　tissue，　M：Discharged

　　　　　muc　ous，　V：Vascular　sinus（400×）．
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Fig．7The　scanning　electron　microscopic　photos　ofthe　medial

　　　　　region　oflateral　wall　ofrat　nasal　cavity　after　a　5　min　ex－

　　　　　posure　ofisotonic　phosphate　buf五｝r　solution（Al：1200×，

　　　　　A2：12000×）and　l．5％wんβ一CyD　solution（Bl：1200×，

　　　　　B2：8000×）
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Fig．8The　scannhlg　electron　microscopic　photos　ofthe　medial　region

　　of　lateral　wall　ofrat　nasal　cavity　after　a　5　min　exposure　of　5％

　　wんHPCyD（A　l），20％w／v　HPCyD　solution（A2），5％wん

　　RMCyD（B　l）and　20％wんRMCyD　solution（B2）（1200×）
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Fig．9The　scanning　electron　microscopic　photos　ofthe　medial

　　　　　region　oflateral　wall　of　rat　nasal　cavity　aRer　exposure

　　　　　to　l　O％wんHPCyD　solution　fbr　30　min（A1），60　mhl

　　　　　（A2）and　10％wんRMCyD　solution負）r　30　min（Bl），

　　　　　60min（B2）（1200×）
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第3節1ηyjwo繰り返し経鼻投与実験

　Fig．　loのAlに、20μLの等張緩衝液（pH　7．4）をラットの右側鼻腔に投与

し、5分間適用後の鼻腔中央付近の垂直切断面を示した。右側の鼻中隔は、多

列線毛上皮細胞に被われていた（Fig．10－A1，－A2）。20μLの1％w／v　Laureth－9溶

液を1日1回、7日間投与した群では、薬液投与した右側の鼻中隔と鼻甲介表

面の上皮細胞の破壊が見られた（Fig．10－Bl，－B2）。これは、1％w／v　Laureth－9

溶液の5分間適用実験の結果とほぼ一致していた。一方、20μLの5，10および

20％w／vRMcyD溶液を1日1回、7日間投与した各群は、薬液投与した右側の

鼻中隔と鼻甲介表面の上皮細胞にいずれも傷害を与えなかった（Fig．　ll－A1，－Bl，

－c1）。また、　RMCyD溶液の」ηwo単回経鼻投与5分間適用実験で見られた粘

液分泌冗進（Fig．6－B2）は、　RMcyD溶液20μLの繰り返し経鼻投与では見ら

れなかった（Fig．11－A2，－B2，－C2）。この結果は、2％w／v　dimethylβ一CyDをヒ

トに対して一日2回、数カ月間経鼻投与した検討と一致する39）。1ηv’vo投与

では、鼻腔内における薬液の希釈や線毛運動によるクリアランスによって、局

所濃度が低下することが知られており23）、このことが、鼻粘膜への影響を低

下させていると考えられる。メチル化CyDはCyDの中でも、もっとも強い吸

収促進効果を示し、実際、ジメチルβ一CyDとRMCyDは2～5％の低濃度の範

囲で有効であることが報告されている40）。このことから推測して、β一CyD溶

液や高濃度HPCyD溶液を」〃v↓vo投与しても、鼻粘膜への影響は極めて少ない

一 34一



と考えられる。

　　　　　　　　　　　　　饗証：・‘淵；鷲1＃ご講1

Fig．10　The　optical　microscopic　photos　of　a　HE　stained　vertical　section　of　the　medial

　　　　region　ofthe　rat　nasal　cavity（Al　and　Bl）（40×）and　septum（A2　and　B2）（400

　　　　×）A：5min　after　shlgle　dosing　of　20μL　ofisotonicphosphate　buffer　soluti　on

　　　　into　dle　right　nasal　cavity（R）．　B：24　hr　a丘er　7　t㎞esrepeated　dosing　of　20μL

　　　　of　l％wんlaureth－9　into　the　right　na　sal　cavity（R）．　C：Carti　lage，　E：Ciliated

　　　　pseudostratified　columnar　epithel　ium，　G：Glandular　tissue，　V：Vascular　sinus．
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Fig．11　The　optical　microscopicphotos　of　a　HE　stained　vertical　section　of　the　medial

　　　　　region　ofthe　rat　nasal　cavity　at　24　hr　a丘er　7　t㎞es　repeated　dosing　of　20μLof

　　　　　5％wん（A1），10％wん（B1）and　20％wんRMCyD（C　1）into　the　right　nasal

　　　　　cavity（R）（40×），　and　the　optical　microscopic　photos　of　a　PAS　stained　vertical

　　　　　section　ofthe　medial　region　ofthe　rat　nasal　septum　at　24　hr　after　7　t㎞es

　　　　　repeateddosing　of20μL　of　5％wん（A2），10％wん（B2）and　20％w／v　RMCyD

　　　　　（C2）into　the　right　nasal　cavity（R）（400×）　C：Cartilage，　E：Ciliated　pseud－

　　　　　stratified　columnar　epithelium，　M：Discharged　mucous

一 36一



第4節　本章のまとめ

　本章では、β一cyD並びに代表的な水溶性cyDとしてHPcyDおよびRMcyD

を選択し、これら水溶性CyDの高濃度溶液がラットの鼻粘膜へ及ぼす影響を

組織学的に検討し、次のような知見を得た。

［1］β一cyD、　HPCyDおよびRMcyD水溶液の浸透圧を検討したところ、

　　20％w／vRMCyD溶液を除いて低張であった。また。ポジティブコント

　　ロールのSDCおよびLaureth－9の1％w／v溶液も低張であった。

［2］1ηv↓vo単回経鼻投与実験の結果、β一CyDについては1．5％w／v溶液の

　　5分間適用で、HPcyDについては20％w／v溶液の5分間適用および

　　10％w／v溶液の60分間適用まで、鼻粘膜上皮細胞に対する傷害性は見

　　られなかった。一方、光学顕微鏡による検討においてRMCyDは20％w／v

　　溶液の5分間適用および10％w／v溶液の30、60分間適用で、鼻粘膜上

　　皮細胞の破壊は見られないものの、粘液分泌の著しい元進が見られた。

　　さらに、走査型電子顕微鏡により線毛の脱落が生じていることが確認さ

　　れた。

［3］1ηv’vo繰り返し経鼻投与実験から、ポジティブコントロールのLaureth－

　　9の1％w／v溶液を1日1回20μL、7日間投与すると、鼻粘膜は激し

　　　く傷害されるが、RMcyDの20％w／v溶液を1日1回20μL、7日間投
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与しても光学顕微鏡による検討においては鼻粘膜上皮細胞の破壊は見

られず、粘液分泌の元進も起こらないことが確認された。

以上により、20％w／v以下のHPcyD溶液およびlo％w／v以下のRMcyD溶液は、

」〃吻oの条件に沿った使用においては、繰り返し投与をしても鼻粘膜に傷害

を与えないことが示された。したがって、高濃度水溶性CyD溶液は、難溶性

薬物の経鼻投与製剤における溶解改善剤として有用であると考えられた。
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第5節　実験の部

［1］試料

　　　Laureth－9とSDCは、和光純薬工業（株）より購入して使用した。β一

　　cyD、　HPcyD（Ms＝0．9）およびRMcyD（Ds＝1．8）は、塩水港精糖（株）

　　　（東京）から恵与されたものを使用した。その他の試薬は、市販特級品

　　を使用した。

［2］薬液の調製

　　　高濃度のRMCyDを除くすべての試料溶液は、等張液となるように濃

　　度を調節したリン酸緩衝液（pH　7．4）に試料を溶解して調製した。試料

　　溶液の調製濃度はw／v％で表し、Table　5に示した。

［3］薬液の浸透圧

　　　試料溶液の浸透圧を、浸透圧自動分析装置（Auto＆STAT　OM－6010、

　　京都第一科学（株）（京都））にて測定した。

［4］1〃vjγo単回経鼻投与実験

　　1ηv’vo単回経鼻投与実験は、鼻腔への薬液の滞留時間の調節を容易に

　　するために、平井らの方法7）に改良を加えて行った。実験には、Wistar

　　系雄性ラット（体重230～250g、三協ラボサービス（株）（東京））を使

　　用した。ラットは、実験前夜から水のほかは絶食とした。また、動物実

　　験は星薬科大学動物実験指針を遵守して行った。

一 39一



　　∫η痂o単回経鼻投与実験の手順は、まずラットをペントバルビタール

　　　（大日本製薬（株）（大阪））腹腔内注射（60mg／kg）にて麻酔し、仰向

　　けに恒温板に固定して、呼吸管理のため気管切開してカテーテルを留置

　　した。つぎに、部分切開した食道からカテーテル（インターメディック・

　　ポリエチレンチューブ：クレイアダムス（USA））を挿入して先端を後

　　鼻孔まで到達させた。薬液投与は、この食道カテーテルを用いて行った。

　　コントロール群のラットには、等張のリン酸緩衝液を投与した。薬液投

　　与群は、5、30または60分間滞留後に、生理食塩水で除去した。その

　　後、ラットの鼻中隔と両側鼻腔壁を摘出して、組織標本とした。

［5］1〃vjvo繰り返し経鼻投与実験

　　　1ηvjvo繰り返し経鼻投与実験では、とくに手術は施さず、薬液の経

　　鼻投与時にWistar系雄性ラット（230～250g）をジエチルエーテルにて

　　麻酔し、仰向けに固定して行った。薬液には、Laureth－9の1％w／v溶液、

　　RMcyDの5、　loおよび20％w／v溶液を使用し、1日1回20μLを右側鼻

　　腔に7日間投与した。最終投与から24時間後に、鼻腔組織を摘出し組

　　織標本とした。なお、ラットは薬液投与時を除き、餌・水を自由に摂取

　　させた。

［6］光学顕微鏡による組織学的検討

　　　摘出した鼻腔組織は、中性ホルマリン緩衝液にて洗浄し、同液にて1

　　週間固定（室温）した。その後脱灰し、定法にしたがって、組織標本を
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　　作成した。鼻中隔からは3箇所の横断切片を作り、HE染色した。また、

　　同じ箇所の切片で粘液分泌を確認するために、PAS染色41）した標本も

　　作成した。

［7］走査型電子顕微鏡による組織学的検討

　　　上述の方法で24時間前固定した鼻腔組織を、1％w／vオスミウム酸に

　　て1時間追加固定（室温）した。その後、定法に従い走査型電子顕微鏡

　　用標本とした。走査型電子顕微鏡（日立S－800）にて鼻腔側壁の中央部

　　付近を観察した。
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第3章　水溶性シクロデキストリン包接デキサメタゾンの

　　　　　　　経鼻投与における有用性の評価

　鼻腔は、経口投与で十分なBAが得られない場合やD、注射以外の投与経路

を望む場合に比較的簡便に使用できること2）、薬物吸収性が良いこと3）等から

薬物投与部位として有望視されている。また、ある種の薬物については、鼻腔

投与が薬物の脳への送達に有利であると報告されている4’6）。一方、鼻腔は容

積が著しく小さいことから、投与できる薬物量には制限がある3）。本章では、

まず水溶性CyDを用いて難溶性薬物デキサメタゾンの溶解性を改善し、経鼻

投与可能なデキサメタゾン高濃度水溶液の調製の可能性について検討した。ま

た、デキサメタゾンは静脈内投与では脳移行性が低いことが知られている4η。

したがって、水溶性CyDで溶解性を改善したデキサメタゾンのラット経鼻投

与後の血中薬物動態、およびラットの凍結脳損傷モデルにおける脳浮腫抑制効

果を評価することにより、水溶性CyDによる溶解性の向上と経鼻投与が、デ

キサメタゾンの脳への適用における新たな治療戦略となる可能性について検討

した。
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第1節　水溶性CyDによるデキサメタゾンの溶解性の改善

　　Table　6に水溶性CyDを溶解補助剤としてデキサメタゾンの溶解性を改

善した結果を示した。デキサメタゾンの溶解度は、水溶性CyDにより著しく

上昇し、HPcyDの添加で86．4倍に、　RMcyD、モノマルトシルβ一cyD（GcyD）

でそれぞれ148．3、160．o倍に増大した。水溶性cyDを利用して難溶性薬物の

溶解性を向上させる検討は、これまでに数多く報告されているが43’45）、これら

の水溶性CyD濃度は概ね2％程度までとなっている。経鼻投与では、鼻腔内

に適用できる薬剤の容量に制限があるため、高濃度の薬物溶液が求められる。

同時に、水溶性CyDで難溶性薬物の溶解性を向上させるには、より高濃度の

水溶性CyD溶液が必要となる。本研究で用いたデキサメタゾンは、難溶性で

あるために、鼻腔投与に適用できる程の高濃度の薬物溶液を調製するために

は水溶性CyDのような適切な溶解補助剤が必要である。今回、溶解補助剤と

して使用したHPcyD、　RMcyDおよびGcyDは、粘膜等の組織傷害が比較的

少ないと報告されている水溶性CyDであり、前2者は、著者らが行った鼻腔

内滞留系を用いたラット鼻粘膜傷害に関する検討で、15％溶液まで粘膜障害

性を示さない事が明らかとなっている46）。また、∫〃痂0繰り返し経鼻投与時

において、20％溶液でも重篤な粘膜傷害を示さないことを確認している。特

に、GCyDは種々の毒性評価において、　HPCyDと同等以上の安全性が認めら

れている47）。本実験でデキサメタゾンの溶解性改善に使用した水溶性CyD濃
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度（100mM）は13～15％に相当し、安全に使用できる範囲であると考えられ

る。

　いずれの水溶性CyDもデキサメタゾンの溶解度を著しく向上させたが（Table

6）、中でもGCyDを用いた群では最も高い濃度のデキサメタゾン水溶液

（1．57％）が得られた。通常治療に用いられるデキサメタゾン量は0．5～8mg

であり、これに相当するデキサメタゾンーGCyD溶液の容量は30～500μL程度

である。このことは、水溶性CyDによって溶解性を改善することにより、臨

床でのデキサメタゾン経鼻投与剤を開発できる可能性を示唆するものである。

Table　6　Solubilization　of　dexamethasone　with　w　ater－soluble

　　　　　　　　　cyclodextrins　at　25℃

Cyclodextrines　　　　　　　　　　　　　　Concentration　of　dexamethasone

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（％）

一一一一一一 　　　　　　　　　　　　　　　〇．01a）

HPCyD　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．86

RMCyD　　　　　　　　　　　　　　　　　　148

GCyD　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l，57

a）The　Merck　Index　l　Oth　Edition
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第2節　改良加5吻薬物滞留法によるデキサメタゾンーGCyD

　　　　　　　　　　　　　の経鼻吸収性

　　デキサメタゾン経鼻投与液の調製には、最も高い溶解度が得られたGCyD

を用いた。Fig．12に、デキサメタゾンーGCyD水溶液経鼻投与群およびデキサ

メタゾンリン酸エステルナトリウム塩溶液静脈内投与群の血清中デキサメタ

ゾン濃度一時間推移を示した。デキサメタゾンーGCyD水溶液の経鼻投与では、

投与直後より血清中デキサメタゾン濃度の上昇がみられ、最高血中濃度到達

時間maximum　drug　concentration　time（Tmax）は120分であった。また、　Table　7

に各投与群の血清中薬物濃度一時間曲線下面積（AUC）を示した。デキサメタ

ゾンーGCyD水溶液経鼻投与群（0．628mg／kg）のAUCはデキサメタゾンリン酸

エステルナトリウム塩溶液静脈内投与群（0．628mg／kg）とほぼ同等であり、経

鼻投与でほぼ100％のBAが得られた。一方、投与量を増加したデキサメタゾ

ンーGCyD水溶液経鼻投与群（1．256mg／kg）のAUCは、同0．628mg／kgのAUC

に対して57．9％の増加に留まった。

　デキサメタゾンーGCyD溶液を、改良’〃∫〃〃薬物滞留法で経鼻投与した結果、

血清中デキサメタゾン濃度は速やかに上昇し、0．628mg！kg投与群ではデキサ

メタゾンリン酸エステルナトリウム塩溶液静脈内投与に匹敵するBAが得られ

た（Fig．12、　Table　7）。デキサメタゾンの鼻腔からの吸収過程は、適用部位と鼻

粘膜脈管系等との間の濃度勾配によって推進される受動拡散と考えられる。し
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たがって、1．256mg／kg投与群のAUCが0．628mg／kg投与群の57．9％増に留まっ

たのは、経鼻投与の薬液濃度ではなく容量を倍にして投与したことが、原因の

1つと考えられた。

　各群ともに血清中薬物濃度のバラツキは少なく、また、固相抽出法一セミミ

クロHPLC法を用いることによって、少量の血清試料からデキサメタゾン濃

度を、精度良く測定することができた。さらに、本実験において開発した改良

仇∫吻薬物滞留法は、経鼻投与する薬液の容量調節に優れ、アトム多用途チュ

ー ブ（AT）から薬液の再投与も容易であり、経鼻吸収実験に対して有用性が

高いと考えられる。
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Fig．12　Serum　leve1－time　profiles　of　dexamethasone　after　intranasa1（Ln．）or

　　　　　　　intravenous（i．v．）administration　to　rats　at　a　dose　of　O．628mg／kg　dexa－

　　　　　　　methasone

　　　　　　O：i．n．　administration　of　dexamethasone　mono－maltosylβ一cyclodex－

　　　　　　trin　clathrate（dexamethasone　15．7mg／mL）（n＝4）．●：i．v．　administra・・

　　　　　　tion　of　dexamethasone　sodium　phosphate（dexamethasone　3．3mg／mL）
　　　　　　（n：＝3～4）．

　　　　　　Each　value　represents　the　mean±SD．
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Table　7　AUC　of　dexamethasone　fbllowing　intranasal　or　intravenous　administration　to　rats

Group　　　　　　　　　　　　　　Compound　　　　　　　　　　　　Dose　　　　　　　　　　AUC　o．720mi、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（mg／kg）　　　　　　　　（ng＊hr／mL）

　　　　　　　　　　　　　　　Intravenous　administration　　　Dexamethasone－PNa　a）　　　　　　0．628　　　　　　　　　　4481．4±550．4
1

い
む　　　　　　　　　　　　　　　コロ　　ロコロ　　　ロサエの　ロ　　　　　の　ロ　コ　　ロ　の　エのコ　コ　　　のロココ　　　の　　　　　サコ　コ　ぽのエコのロココロコ　ロエココ　ヂ　コエコ　　コロコ　サのコロコ　　ロロコ　　ロロぽコ

1　　　　　　　　　1ntranasal　administration　　　　Dexamethasone－GCD　b）　　　　　0．628　　　　　　　　　　4315．6±253．2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Dexamethasone－GCD　b）　　　　　　1．256　　　　　　　　　　　6813．5士189．9

Each　value　represents　the　mean±SE（n＝4）．

a）Decadron－phosphate　i可ectiOn（dexamethasone（3．3mg／mL））

b）Dexamethasone（15．7mg／mL）



第3節　デキサメタゾン・GCyD経鼻投与による脳浮腫の改善

　Table　8に、偽手術群、コントロール群、デキサメタゾンリン酸エステルナ

トリウム塩溶液静脈内投与群およびデキサメタゾンーGCyD経鼻投与群の凍結

脳損傷作成18時間後の脳浮腫の程度を示した。コントロール群に比較してデ

キサメタゾンリン酸エステルナトリウム塩溶液静脈内投与群では、26％程度の

脳浮腫改善が認められた。一方、デキサメタゾンーGCyD経鼻投与群では、脳

浮腫はほぼ完全に改善されていることが示された。

　デキサメタゾンは、強力な抗炎症作用を有する合成副腎皮質ホルモンで、

種々の炎症性疾患やアレルギー疾患等とともに原発性・転移性脳腫瘍による脳

浮腫48）の治療にも使用されているが、前述したように、注射および経口投与

では脳への分布は低い42）。これは、blood－brain　barrierとP－glycoproteinによる

能動的排泄機構のためと考えられている49）。一方、幾つかの薬物において、

鼻腔投与が薬物の脳への送達に有利であるとの報告がある砂。そこで、ラッ

ト凍結脳損傷モデルを用いてデキサメタゾンーGCyD溶液の経鼻投与の有用性

に関して検討した。ラット凍結脳損傷モデルに対するデキサメタゾンの静脈内

投与では、Meinigらの報告5°）によると脳浮腫を20～30％改善するためにヒト換

算で500mg／body程度もの投与を必要としている。これは、本研究におけるデ

キサメタゾンリン酸エステルナトリウム塩溶液静脈内投与（1．6mg／kg×5回）の

結果とも一致している。一方、静脈内投与群と比ベバラツキは見られるものの、
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デキサメタゾンーGCyD溶液（1．6mg／kg×5回）の経鼻投与により、強い脳浮腫改

善効果が認められた。この結果は、Fig．12に示した良好な経鼻吸収を裏付け

るとともに、静脈内投与では移行性が低い42）とされるデキサメタゾンの脳へ

の効率的な送達の可能性を示唆している。
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Table　8　The　val　ues　of　S　w（％）of　the　rat　traumatized　hemisphere

Group　　　　　　　　　　　　　Compound　　　　　　　　　　　　Dose（mg／kg）　　　　　　Sw（％）a）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sham－operation　　　　　　　　　－一一一一　　　　　　　　　　　　一一一一一　　　　　　　　1．2±1．4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Control　　　　　　　　　　　　　　－一一一一　　　　　　　　　　　　　　一一一一一　　　　　　　　　6．7±2．8
1

g　　　　　　　　　　　Intravenous　administration　　　Dexamethasone－PNa　b）　　　　　　1．6×5times　　　　　　5．0±1．4

1　　　　　　　　　　1ntranasal　administration　　　　Dexamethasone－GCD　c）　　　　　1．6×5times　　　　　　－0．8±6．1

Each　value　represents　the　mean±SD（n＝3～6）．

a）Sw（％）：degree　of　the　traumatized　hemisphere　swelling　calcurated　with　Eq．1

b）Decadron⑧phosphate　i句ection（dexamethasone（3．3mg／mL））

c）Dexamethasone（15．7mg／mL）



第4節　本章のまとめ

　本章では、水溶性CyDのGCyDを用いて難容性薬物デキサメタゾンの溶解

性を改善し、経鼻投与可能なデキサメタゾン高濃度水溶液の調製の可能性につ

いて検討した。また、デキサメタゾンは静脈内投与では脳移行性が低いため、

GCyDで溶解性を改善したデキサメタゾンを経鼻投与し、血中薬物動態、ラッ

トの凍結脳損傷モデルにおける脳浮腫抑制効果を評価して、水溶性CyDによ

る溶解性の向上と経鼻投与ルートの選択が、デキサメタゾンの脳への適用にお

ける新たな治療戦略となるかを検討した。

［1］水溶性CyDを用いることで、デキサメタゾンの溶解性は著しく増大し、

　　デキサメタゾンの経鼻投与製剤化の可能性が示唆された。

［2］GCyDを用いて溶解性を改善したデキサメタゾンーGCyDを経鼻投与する

　　と、血清中デキサメタゾン濃度は速やかに上昇し、AUCはデキサメタ

　　ゾンリン酸エステルナトリウム塩溶液の静脈内投与に匹敵する値が得ら

　　れた。

［3］ラットの凍結脳損傷モデルに、デキサメタゾンリン酸エステルナトリウ

　　ム塩溶液を静脈内投与しても十分な脳浮腫抑制効果は得られないが、デ

　　キサメタゾンーGCyDを経鼻投与したところ、顕著な脳浮腫抑制効果の

　　得られることが示された。
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以上のことより、難容性薬物デキサメタゾンの溶解性をGCyDにより改善す

ることで、経鼻投与でデキサメタゾンの良好な吸収が得られ、デキサメタゾン

の脳移行性を示唆する脳浮腫改善効果が得られた。したがって、GCyDで溶解

性を改善したデキサメタゾンの経鼻投与製剤は、脳浮腫に対する新たな治療戦

略になると考えられる。
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第5節　実験の部

［1］試料

　薬物：デキサメタゾン生化学用（和光純薬工業）およびデカドロン注射液

　（デキサメタゾンリン酸エステルナトリウム塩溶液、デキサメタゾン

　3．3mg／mL）（萬有製薬（株）、東京）を購入し使用した。メチルプレドニゾ

　　ロンはSigma－Aldrich　Co．（USA）の製品を使用した。　HPCyD（MS＝0．9）お

　よびRMCyD（DS＝1．8）は塩水港精糖（株）（東京）より恵与されたものを、

　GcyD（M．w．＝1459．3）は同社より購i入したものをそれぞれ使用し、アセ

　　トニトリルはHPLC用（関東化学）を、その他の試薬は市販特級品をその

　　まま使用した。水は蒸留してイオン交換後、ミリQ純水装置（日本ミリ

　ポア）で精製して用いた。

　動物：Wistar系雄性ラット、体重260～280g（三協ラボサービス（株）、東

　京）を使用した。実験6時間前からは絶食とし、飲水のみとした。動物

　実験は星薬科大学動物実験指針を遵守して行った。

　材料：ポリエチレンチューブ（PE）は、日本ベクトン・デッキンソン（株）（東

　京）製を、アトム多用途チューブ（AT）は、アトムメディカル（株）（東京）製

　　を使用した。HPLC分析の前処理には、固相抽出カラム：アイソルート

　Cl850mg／1mL（（株）ユニフレックス）を使用した。

［2］装置
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　デキサメタゾンおよびCyDと包接化したデキサメタゾンの水溶液中での

　紫外吸収スペクトルは、紫外可視分光光度計UV－2200（島津製作所（株）、

　京都）で測定した。血清中デキサメタゾン濃度の分析は、HPLC　LC－9A、

　紫外可視分光光度検出器SPD－6AV（島津製作所）のフローセルをセミミ

　　クロ用に交換して行った。骨窓の作成には、ミニモ精密加工用ドリル（ミ

　　ニター（株）、東京）を使用した。

［3］改良仇∫吻薬物滞留法

　　平井ら7）および相川ら8）の鼻粘膜吸収実験法を、経鼻投与した薬液の滞留

　　時間の調節および繰り返し投与の簡便化を目的として改良した。すなわ

　　ち、ラットをウレタン麻酔（800mg／kg、」ク．）下、恒温板に仰向けに固定し

　　頸部を切開した。気道にPE－205（内径1．57mm）を挿管したのち、鼻口蓋を

　　アロンアルファ（三共（株）、東京）で閉塞し、食道からPE－205を後鼻孔

　　まで挿入留置する。次に、食道に留置したPE－205にAT　4Fr（外径1．35mm、

　　先端の開口部を閉じ、先端やや後方の側面に新たな開口部を作成したも

　　の（Fig．13・・b））を挿入して改良」η∫」’〃滞留系を作成した。薬液の投与は、

　　シリンジに接続したAT先端を食道留置のPE－205より鼻腔内に出して行

　　い、そのATの先端をPE－205の先端まで戻すことで鼻腔を閉じた系とし

　　た（Fig．13－c）。

［4］水溶性CyDによるデキサメタゾンの溶解性の改善

　　過量のデキサメタゾンが分散した水性懸濁液（40mM）に一定量の水溶性
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a：AT　tub血1g　　　　　　　　　　　　　　　b：pr㏄ess　AT　tubmg

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　an　addi6nal　hole

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　aplug

c：the　pmcedllre　of　newly　developed　method

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PE－205

。品。l　cavi呼　　　〆

dexamethasone－GCD　solition

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PE－205

・翻cavi呼　　　　　　　㌔

Fig．13　Schematic　representation　the　apparatus　and　pmc　edum　used　for

　　　　　　　an　ir叩roved仇∫吻nasal　deposit　metllod
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　CyD（HPCyD、　RMCyDおよびGCyD）（100mM）を加え、25℃において24時

　　間スターラーで混合した後、その一部を遠心分離し、上澄をろ過してデ

　　キサメタゾン濃度を吸光度（242nm）測定法により定量した。

［5］改良」〃∫吻薬物滞留法によるデキサメタゾンーGCyDの経鼻吸収性の評

　価

　　ウレタン麻酔（800mg／kg、」．ク．）下、改良」η∫」’μ薬物滞留法による手術を施

　　し仰向けに固定したラットに、デキサメタゾンーGCyD水溶液を経鼻投与

　　し、薬液を鼻腔内に12時間滞留させ、経時的に頸静脈より採血した。血

　　液は遠心分離後、血清を分取し分析まで一20℃で凍結保存した。また、同

　　様に手術を施したラットに、デキサメタゾンリン酸エステルナトリウム

　　塩溶液を頸静脈より投与後、経時的に頸静脈より採血した。

［6］血清中デキサメタゾン濃度の測定

　　血清中デキサメタゾン濃度は、著者らが開発した固相抽出法（Table　9）（内

　　部標準：メチルプレドニゾロン）で血清を前処理した後、セミミクロHPLC

　　にて測定した。カラムは、Mightysi1　RP－18（5μm、2．0×150mm、関東化学（株）、

　　東京）を用い、カラム温度は50℃とした。移動相は、アセトニトリル：リ

　　ン酸ナトリウム緩衝液（10mM、　pH＝7．1）＝30：70を用い、波長240nmの

　　吸光度を測定した。

［7］凍結脳損傷モデル51）の作成

　　改良」η5」伽薬物滞留法による手術を施したラットを仰向けに固定して、
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Table　g　Solid　phase　extraction　procedure

Procedure　　　　　　　Solvent　　　　　　　Volume

Conditioning　　　　　　methanol　　　　　　lmL×2

Equilibration　　　　　　distilled　water　　　　lmL×2

Application　　　　　　　sample＋1．S．　solution司1mL×1

Rinse　　　　　　　　　distilled　water　　　　lmL×2

Wash　l　　　　　　　hexane　　　　　　O．1mL×l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　distilled　water　　　　lmL×l

Wash　2　　　　　　chlorofbm　　　　O．　l　mL×1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　distilled　water　　　　lmL×1

Wash　3　　　　　　　3．0％THF　　　　　lmL×1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7．5％acetonitrile　　　lmL×l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lO．0％methanol　　　lmL×1

Elution　　　　　　　　　methano1　　　　　　0．1mL×1

a）Sample＝serum　O．2mL＋intemal　standard　solution（methyl－

　　predoni　solone　lμg／mL　methanol）0．1mL＋saturated　sodium

　　chloride　solution　O．7mL
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　頭皮正中切開にて頭蓋骨を露出し、左頭頂部にドリルで径5mmの骨窓を

　作成した。この際、処置部分を生理食塩水で冷却し、脳の熱損傷を避け、

　硬膜を傷つけないように注意した。液体窒素で冷却した直径4mmのステ

　　ンレス棒を、骨窓部分の硬膜に60秒間接触させることで凍結脳損傷モデ

　ルを作成した。

［8］デキサメタゾンーGCyD経鼻投与による脳浮腫の改善

　　ウレタン麻酔（800mg／kg、印．）下、ラットに改良」〃5↓ω薬物滞留法による

　手術を施した。偽手術群は、前述に従い頭蓋骨に骨窓を形成後、頭皮を

　縫合した。コントロール群は、同様に骨窓を形成し、凍結脳損傷を与え

　　た。デキサメタゾンリン酸エステルナトリウム塩溶液静脈内投与群およ

　びデキサメタゾンーGCyD水溶液経鼻投与群は、同薬液を凍結脳損傷作成

　2時間前、作成時、作成2、10および16時間後の計5回投与した。経鼻

　投与の2回目以降は、前回投与の薬液を鼻腔からドレナージ後新たな薬

　液を投与した。それぞれ凍結脳損傷作成または骨窓形成より18時間後に

　大脳を摘出し、左右脳半球に分けて質量を量り、以下の式15°）により脳浮

　腫の程度（Sw）を算出した。

　　式1：Sw（％）＝（左脳半球質量一右脳半球質量）×100／右脳半球質量
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第4章　総括および結論

　薬物を経口投与した時の吸収は、薬物の溶解性、膜透過性、初回通過効果や、

投与される側の生理的因子に依存して決まる。鼻腔は消化による分解や初回通

過効果を回避できることなど生理学的・解剖学的特徴から、一部のホルモン・

ペプチドなどに限らず、多くの薬物の適用部位として有望と考えられる。しか

し、鼻腔という小さな空間に適用できる容量には制限があり、難溶性薬物の適

用は困難と考えられてきた。そこで、経鼻投与製剤開発における、水溶性CyD

による溶解性の改善の有用性について検討した。

　まず、経鼻投与では適用できる薬物量に制限があるため、薬物動態の検討に

適した微量分析方法の開発を試みた。SPEとセミミクロHPLCの組み合わせに

よる方法は、汎用性を保ちながら、微量の薬物の定量が可能で経鼻吸収実験の

動態研究に有用な分析方法であることを明らかにした（第1章）。

　次に、水溶性CyD自体による鼻粘膜傷害性をラットを用いて検討した。

HPcyDでは20％w／v以下、　RMcyD溶液はlo％w／v以下の使用においては、繰

り返し投与をしても鼻粘膜に傷害を与えないことが示された。したがって、高

濃度水溶性CyD溶液は、難溶性薬物の経鼻投与製剤における溶解改善剤とし

て有用であることが示唆された（第2章）。

　難溶性薬物デキサメタゾンの溶解性をGCyDにより改善することで、経鼻

投与で良好な吸収が得られ、デキサメタゾンの脳移行性を示唆する脳浮腫改善
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効果が得られた。このことから、GCyDで溶解性を改善したデキサメタゾンの

経鼻投与製剤は、脳浮腫に対する新たな治療戦略になると考えられた（第3章）。

　以上の結果から、水溶性CyDは経鼻投与を指向した難溶性薬物の溶解性の

改善に有用であり、とくにGCyDを用いたデキサメタゾンの経鼻投与は、脳

浮腫に対する新たな治療戦略になる可能性が示された。
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r経鼻投与製剤における水溶性シクロデキストリンの

　　　　　　溶解補助剤としての有用性』

　　　　　　　　　　浅井　和範

正誤表

ページ 行 誤 正

5 14 SPEカラム SPEカートリッジ
5 17 SPEカラム SPEカートリッジ

9 7 SPEカラム SPEカートリッジ
11 Fi．2，le　endl Cl8－SPE　column Ci8－SPE　cartrid　e

11 Fiσ．2，1e　end3 Cl8－SPE　column C18－SPE　carthd　e

11 Fi．2，　le　end　5 C18－SPE　column C18－SPE　cartdd　e

11 Fi．2，　le　end　6－7 C18－SPE　column C18－SPE　cartdd　e

ll Fi．2，　le　end　8－9 C18－SPE　colu㎜ Cl8－SPE　cartrid　e

12 Table3，tide　2 C18－SPE　column Cl8－SPE　cartrid　e

13 1 ’　SPEカラム SPEカートリッジ
13 4 SPEカラム SPEカートリッジ
13 5 SPEカラム SPEカートリッジ
13 6－7 SPEカラム SPEカートリッジ
13 8 SPEカラム SPEカートリッジ
13 10 SPEカラム SPEカートリッジ
13 11 SPEカラム SPEカートリッジ
13 16 SPEカラム SPEカートリッジ
14 4 SPEカラム SPEカートリッジ
14 6 SPEカラム SPEカートリッジ
14 Table4，　title　2 Cl8－SPE　column Cl8－SPE　cartrid　e

15 5 SPEカラム SPEカートリッジ
15 7 SPEカラム SPEカートリッジ
15 ll SPEカラム SPEカートリッジ
15 14 SPEカラム SPEカートリッジ
15 15 SPEカラム SPEカートリッジ
16 Fi．3，1e　end　1 Cl8－SPE　columns C18－SPE　cart目d　es

16 Fi．3，　le　end　2 Cl8－SPE　columns C玉8－SPE　cartrid　es

17 20 SPEカラム SPEカートリッジ
18 9 SPEカラム SPEカートリッジ

19 17 SPEカラム SPEカートリッジ

21 6 SPEカラム SPEカートリッジ

21 11 SPEカラム SPEカートリッジ

21 13 SPEカラム SPEカートリッジ

21 16 SPEカラム SPEカートリッジ
21 18 SPEカラム SPEカートリッジ
21 20 SPEカラム SPEカートリッジ

22 1 SPEカラム SPEカートリッジ

22 6－7 SPEカラム SPEカートリッジ


