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略 語 一 覧 

 

AD: Alzheimer’s disease 

ANOVA: analysis of variance 

ASD: Autism spectrum disorder 

AUC: area under the curve 

BBB: blood-brain barrier 

BCSFB: blood-cerebrospinal fluid barrier 

CBD: Cognitive and behavior disorders 

CSF: cerebrospinal fluid 

DB: Diabetes  

GHD: Growth hormone deficiency 

HEPES: 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid 

ID: injected dose 

IFNβ-1b: interferon beta-1b 

IGF-1: insulin-like growth factor-1 

IV: intravenous 

MCC: mucociliary clearance 

MDD: Major depressive disorder 

Mw: molecular weight 

MP: micropipette 

n.s.: not significant 

OB: Obesity 

PBS: phosphate buffered saline 

PD: Parkinson’s disease 

%DTE: drug targeting efficiency percentage 

%DTP: nose-to-brain direct transport percentage 

P-gp: P-glycoprotein 

PTSD: Post-traumatic stress disorder 

SCZD: Schizophrenia 



 

 

SD: Sexual dysfunction. 

SE: standard error 
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第 1-1節 ペプチド医薬品の脳送達の重要性 

 ペプチドを代表とする中分子医薬品は，固有の受容体に対して結合するため低分子医薬

品よりも高い活性を示し，低分子医薬品の毒性の原因となる異物の代謝プロセスを引き起

こさず，全身性の副作用を起こしにくいという利点から，医薬品の新規モダリティとして

期待されている [1,2]．なかでもペプチド医薬品は，1923 年にインスリンが糖尿病治療に

対する医薬品に承認されたことから始まり，20世紀後半に種々の生体由来のペプチドが医

薬品として実用化された [3]．ペプチド医薬品の世界市場は，2016年に 2500億円を超えて 

[4–6]，2020年までに 100種類以上のペプチド医薬品が承認されており，今後さらなる市場

の拡大が予想されている [7]． 

 しかし，アルツハイマー病 (Alzheimer’s disease，AD) やパーキンソン病 (Parkinson’s 

disease，PD) などの脳疾患を標的としたペプチド医薬品の研究開発は困難をともなってい

る．分子量 (Molecular weight，Mw) が 600–10,000の範囲に含まれるペプチド (中分子ペプ

チド) は，受容体や酵素などを創薬標的として作用する．脳を標的としたペプチド医薬品

が開発されにくい原因として，中分子ペプチドは，一般的に細胞膜を通過できない [8]．そ

のため，中分子ペプチドの治療への応用は，皮下または静脈内注射などの非経口投与が必

要となる．しかし，これらの投与方法は，医療者の手を介して患者に投与する場面が大半

であるため，患者の利便性を損なう．中分子ペプチドの血中を介した投与は，Mw が大き

いこと，電荷を帯びていること，親水性であること，ならびに血中に存在するペプチダー

ゼなどの酵素に分解されやすいことが，脳へ送達させる過程で欠点となり得る [9]．また，

脳には血液 -脳関門  (blood-brain barrier，BBB)，および血液 -脳脊髄液関門  (blood-

cerebrospinal fluid barrier，BCSFB) が存在する (Fig. 1-1) [10,11]．BBBの主な構成要素は， 

Fig. 1-1. Structure of BBB and BCSFB. 
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血管内皮細胞に加えて，星状膠細胞，周皮細胞である．そのなかでも循環血液と脳内の中

分子ペプチドの輸送を厳密に制限するのに最も重要な役割を果たしているのが，脳の毛細

血管内皮細胞の密着結合である [12]．BCSFBでは，脳室に存在する脈絡叢上皮細胞間の密

着結合がその役割を担っている [13]．そのため，中分子ペプチドを脳へ送達させるために

は，BBBまたは BCSFB などのバリア機能を突破または回避する必要がある．中分子ペプ

チドの脳室内投与や脳実質への直接投与は，上述したような欠点を回避できるが，これら

の投与方法は侵襲的で費用のかかる方法であるため，ヒトへの複数回の適用は現実的でな

い．このような背景から，脳疾患を標的とした中分子ペプチドの開発は困難であった．し

たがって，中分子ペプチドを脳に選択的かつ効率的に送達する技術の開発は，脳疾患に対

する治療薬の創製に貢献する有望な糸口になる． 

 

 

第 1-2節 中分子ペプチドの脳への送達における経鼻投与の有用性 

 従来，鼻腔内経路は，鼻漏，鼻づまり，副鼻腔炎，鼻腔感染症などの鼻に限局した疾患

を治療するために利用されてきた．その後，経鼻投与は，注射などを用いた投与の代わり

に，低分子医薬品，中分子ペプチド，およびタンパク質などの薬物の全身作用に利用され

ている [9,14]．また，経鼻投与には，BBB や BCSFB を回避して鼻腔内から脳に直接つな

がる経路 (Nose-to-Brain経路) が存在する．Nose-to-Brain経路の存在は，Faberがウサギの

鼻孔に色素を投与することで初めて報告された [15]．このNose-to-Brain経路は，嗅神経系

を介した経路，三叉神経系を介した経路，ならびに脳脊髄液 (cerebrospinal fluid，CSF) を

介した経路が含まれる [16,17]．さらに，経鼻投与は，i) 非侵襲的，ii) 患者のコンプライ

アンスが良好，iii) 投与が簡便，iv) 肝臓での初回通過効果による代謝を受けないなどの利

点を有している [18–20]．これらの利点があることから，鼻腔内への薬物投与は，BBB を

回避して中分子ペプチドを脳に送達させる非侵襲的な方法として急速に普及している 

[17,21,22]．実際に，中分子ペプチドの経鼻投与は，自閉症に対してオキシトシン [23]，摂

食の調節に対してガラニン様ペプチド [24]，脳虚血性障害に対してエキセンジン-4 [25]，

アルツハイマー型認知症に対してインスリン [26]，およびハンチントン病に対してインス

リン様成長因子-1 (insulin-like growth factor-1，IGF-1) [27] がその治療や進行の予防に有効

であることが報告されている． 

 鼻から脳への薬物送達に関する研究において，マウスやラットなどのげっ歯類からサル
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やヒトなどの霊長類への種を超えた検討が進められている [28]．例えば，サルに経鼻投与

されたインターフェロン β-1b (interferon beta-1b，IFNβ-1b，Mw: 18,500) は，三叉神経や嗅

神経を介して脳の嗅球や脳幹に速やかに分布することが示されている [29]．Bornらは，ヒ

トにインスリン (Mw: 5,808) やメラノコルチン (4-10) (Mw: 962) の中分子ペプチドを経鼻

投与した後，CSFへ効率的に送達されることを明らかにし，彼らはヒトにおける嗅覚経路

の存在を初めて証明した [16]．Table 1-1に示すように，いくつかの中分子ペプチドが鼻か

ら脳への薬物送達において臨床段階に進んでいる．なかでも，インスリンおよびオキシト

シンの中分子ペプチドは，第 IV 相試験にまで到達していること [30–32] から，経鼻投与

は，中分子ペプチドを脳へ送達させる有用な手段として期待されている． 
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Table 1-1. Peptide drugs under clinical studies by intranasal administration. 

 

Peptide drug Mw Disease 
Stage of 

development 
Reference 

NAP neuropeptide 824 
AD Ⅰ [33] 

AD, SCZD Ⅱ [34,35] 

Hexarelin 887 GHD Ⅰ [36] 

Melanocortin (4–10) 962 OB 
Ⅰ [16,37–39] 

Ⅱ [37] 

Oxytocin 1,007 

CBD, ASD, 

PTSD, SD, SCZD 
Ⅰ [40–49] 

CBD, ASD, 

PTSD, SD, SCZD 
Ⅱ [49–55] 

CBD, ASD, PTSD Ⅲ [56–58] 

SCZD Ⅳ [30,31] 

Arginine-

vasopressin 
1,028 

CBD,  

pro-social effects 
Ⅰ [16,44,59–62] 

Hypocretin-I 

(Orexin A) 
3,500 

OB, AD, PD, 

narcolepsy 
Ⅰ [63–65] 

Cholecystokinin 3,931 
CBD Ⅰ [66,67] 

CBD Ⅱ [68] 

Neuropeptide Y 4,255 OB Ⅰ [37] 

Insulin 5,808 

AD, PD, MS, 

SCZD, MDD 
Ⅰ [16,37,77,69–76] 

AD, OB Ⅱ [37,69,84,72,74,78–83] 

AD Ⅲ [69,85,86] 

OB Ⅳ [32] 

 

AD: Alzheimer’s disease, ASD: Autism spectrum disorder, CBD: Cognitive and behavior disorders, 

DB: Diabetes, GHD: Growth hormone deficiency, MDD: Major depressive disorder, OB: Obesity, 

PD: Parkinson’s disease, PTSD: Post-traumatic stress disorder, SCZD: Schizophrenia, SD: Sexual 

dysfunction. 
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第 1-3節 Nose-to-Brain経路における定量的評価の重要性 

 BBB の回避を可能とする経鼻投与は，中分子ペプチドなどを脳に送達させる非侵襲的

な方法として急速に普及しているものの，経鼻投与による脳への効率的な薬物送達を可能

にするメカニズムに関して，未だに解明されていない点がある．その原因として，鼻から

投与された薬物が脳実質や CSF にどのくらい送達されるのか，ならびに Nose-to-Brain 経

路がそれらの部位に送達されるのにどの程度関係しているのか，げっ歯類でさえ，定量的

な動態に関する報告は依然として少ないことが挙げられる [87]． 

 Merkusらは，Nose-to-Brain経路を証明するために必要な研究の原則を提唱している [88]．

その原則は，i) 投与量および濃度の選択，ii) 同一製剤を静脈内投与して得られたデータと

の比較，iii) 血漿中及び中枢神経系における薬物動態の解析，iv) 投与した薬物の脳内分布

の評価である．近年，鼻から脳への薬物送達の程度を定量的に示す指標が提案されている．

Nose-to-Brain経路を介した薬物送達は，静脈内投与 (intravenous，IV) に対する経鼻投与後

の相対的な脳への薬物送達効率 (drug targeting efficiency percentage，%DTE) ならびに脳へ

の全薬物送達量に対する Nose-to-Brain 経路の寄与率  (nose-to-brain direct transport 

percentage，%DTP) のような定量的な指標を用いることで，鼻から脳への移行性を相対的

に評価できる [89,90]．これらの定量的な指標は，Merkus らが提唱した原則を満たすこと

によって算出できる． 

 Table 1-2に，Kozlovskayaらの報告 [87] から，中分子量の薬物または化合物を経鼻投与

した時の%DTEおよび%DTPが示されたものをまとめた．しかし，これらの論文は，脳ま

たは CSF および全身循環におけるモデル化合物の濃度対時間曲線下面積 (area under the 

curve，AUC) を報告しているか，またはAUCを求めるのに必要な定量的データを用いて，

Kozlovskaya らが%DTE ならびに%DTP を算出した文献も含んでいる．実際に原著論文の

中でこれらの指標を示しているのは，Dhuriaらの文献のみである [91]．経鼻投与には，薬

液による鼻腔内滞留性の違い，細菌やウイルスのような外来異物を鼻腔から咽頭側に排除

する生体防御機構 (粘液繊毛クリアランス)，さらに経鼻投与技術が確立されていないため

実験者間での技術の相違などの要因があることから，定量的な評価が困難であった．この

ような背景から，これまでの研究では主に薬効薬理試験に焦点が当てられていた．そのた

め，Nose-to-Brain 経路を定量的に評価できる方法を確立することは，中分子ペプチドの経

鼻投与製剤を広く臨床の場で用いるために必要な課題を明らかにする方策となり得る． 
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Table 1-2. Summary and analysis outcomes for the individual publications of middle-sized 

peptides. 

 

Cargo Mw %DTE %DTP Reference 

DiR 1,013 7,357
a

 99
a

 [92] 

Hydroxocobalamin 1,346 
101

b

 1
b

 [93] 

84
b

 -19
b

 [94] 

Ergoloid mesylate 2,041 351
b

 71
b

 [95] 

FITC-dextran 3,000 115
b

 13
b

 [96] 

125

I-vasoactive intestinal peptide 3,326 629
b

 84
b

 [97] 

Hypocretin-1
 

3,562 443
c

 77
c

 [91] 

Dextran (FD-4) 4,400 180,109
b

 100
b

 [98] 

 

a: These data were calculated by me based on the data of alone DiR. b: These data were calculated by 

Kozlovskaya et al. based on the data of each reference. c: These data were calculated by Dhuria et al. 

 

 

第 1-4節 本研究の目的 

近年，中分子ペプチドを鼻から脳へ送達するための研究分野は，現在までに得られてい

るNose-to-Brain経路の知見から，経鼻投与した薬物が脳に届けられるのに嗅神経経路，三

叉神経経路，および CSF経路が関与していることは確かである．しかし，膨大な実験的研

究が行われているにもかかわらず，経鼻投与による脳への薬物送達の効率性について定量

的に評価しているものはほとんどない．中分子ペプチドは，一般的に水溶性が高いこと，

ペプチダーゼなどの生体内に存在する酵素によって分解されてしまうことなどの特徴を持

つ．実際に中分子ペプチドを使用すると酵素による分解の影響なども考慮しなければなら

ないため，今回は中分子ペプチドのモデル化合物として，水溶性中分子であるイヌリンを

使用した．イヌリンは，ペプチダーゼなどの酵素によって分解されない Mw 5,000 の水溶

性中分子である．本研究では，鼻から脳への水溶性中分子送達に関する分布を定量的に明

らかにすることを目的に，新規経鼻投与法の開発とその方法を用いた定量的な体内分布の

評価を試みた．第二章では，新規経鼻投与方法を開発するために，新規経鼻投与法による

投与速度および投与液量の制御が，脳への水溶性中分子の分布に及ぼす影響について評価
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した．第三章では，第二章で開発した新規経鼻投与法を用いて．水溶性中分子の体内分布

を定量的に評価した．さらに，新規に開発した経鼻投与方法による投与後の水溶性中分子

であるデキストランの脳内分布局在をイメージング観察して，イヌリンの定量的な体内分

布と比較した． 
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第 2-1節 緒 言 

 ペプチドなどの中分子医薬品は，現在治療法のない難治性の脳疾患に対する新たな治療

薬として期待されている [1,2]．しかし，それらの多くは水溶性中分子であるため，BBBの

障壁により，静脈内投与や経口投与で血液から脳内に送り込むことは極めて困難である 

[10,11]．近年，BBBを回避した治療薬の鼻から脳への送達経路として，経鼻投与の有用性

が報告されている [99–101]．しかし，Nose-to-Brain経路における定量的な分析に関する報

告は比較的少ない [87]．Nose-to-Brain経路に関して定量的に評価した報告が少ない原因は，

以下の理由によるものと考えられる．経鼻投与には，i) 薬液による鼻腔内滞留性の違い，

ii) 細菌やウイルスのような外来異物を鼻腔から咽頭側に排除する生体防御機構 (粘液繊

毛クリアランス，mucociliary clearance，MCC)，iii) 経鼻投与技術が確立されていないため

実験者間での技術の相違などの要因がある [17,28]．さらに，中分子ペプチドの経鼻投与に

おける定量的解析は，低分子医薬品に比べて中分子ペプチドの脳への分布が低いことから，

経鼻投与された中分子ペプチドの脳内分布に関する定量的な評価が困難であった．また，

鼻腔内は大きく分けて 2種類の鼻粘膜で構成されている (Fig. 2-1) [102]．嗅神経が豊富に 

 

 

Fig. 2-1. Schematic drawing of the nasal mucosa in mice. 

 

分布する嗅粘膜と三叉神経が豊富に分布する呼吸粘膜が存在する [103]．鼻から脳へ薬物

が吸収される過程で経路内における薬物の吸収に影響を及ぼす因子として，薬物の物理化

学的因子，鼻腔内生理学的因子，頭部の位置，投与用量，投与方法などの実験的な要因，
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浸透促進剤や粘膜付着性物質の含有などの製剤的な要因，経鼻投与デバイスに関連する因

子が挙げられる [104–106]．これらの中の投与方法や投与条件 (投与速度や投与液量) は，

薬液の鼻腔内における分布が異なるため，Nose-to-Brain 経路を介した輸送に影響を及ぼす

ことが想定されるものの，これまで検討されていない．そのため，これらの要因を克服し，

Nose-to-Brain経路を定量的に評価するための方法を開発する必要がある． 

 このような背景から，これらの経鼻投与の投与条件や投与方法は，中分子候補薬の鼻か

ら脳への移行に影響を及ぼす可能性があると仮説を立てた．MCC が経鼻投与後の薬物吸

収に影響を及ぼす点 [107] に着目し，その影響を抑えるために Hirai らのラット鼻腔内灌

流法 [108] を参考に新規経鼻投与方法である食道逆挿管鼻腔内投与法 (Reverse 法) を考

案した．Reverse法による経鼻投与は，吸入麻酔下で食道側から鼻腔内にカニューレを挿入

し，連結したマイクロシリンジポンプで薬物を鼻粘膜の嗅粘膜部分に直接滴下する方法で

ある．Reverse法の最大の利点は，経鼻投与時の投与速度および投与する薬液量を機械的に

コントロールできることである．さらに，食道側から鼻腔内部までカニューレを挿入する

ことで，食道側への薬液の流出を抑制し，薬液の鼻腔内への滞留性を向上させる．この

Reverse 法を用いることで，実験者間による技術の相違に伴う分布の変動を克服すること

が期待できる． 

 天然の α-アミノ酸のみから構成されるペプチドは，生体内に存在するプロテアーゼやペ

プチダーゼなどの加水分解酵素により容易に分解される [9]．そのため，経口投与や経静

脈内投与したペプチドは，標的部位に送達される前に加水分解酵素による代謝や排泄の影

響を受けやすい [109,110]．実際にペプチドを経鼻投与して生体内の分布を評価するために

は，鼻粘膜上に存在する加水分解酵素などの影響を考慮しなければならない．そこで本研

究では，ペプチダーゼなどの生体内に存在する酵素による分解や代謝などを考慮せずに，

経鼻投与後の脳への分布評価が可能なイヌリン (Mw: 5,000) を使用した．イヌリンは，末

端のグルコースにフルクトースのモノマーが重合したポリマーである [111]．また，イヌリ

ンは膵臓や小腸の刷子縁膜上に存在する酵素で消化されないため，イヌリンは難消化性ポ

リマーに分類される [112]．さらに，イヌリンは，血液-脳関門非透過性分子として知られ

ている．イヌリンのMwは，オキシトシン (Mw: 1,007)，ヒポクレチン (Mw: 3,500)，エキ

センジン (Mw: 4,186) や，インスリン (Mw: 5,808) のような中分子ペプチドの多くと同じ

分子量域に含まれる [113]．そのため，イヌリンは，今回の方法で Nose-to-Brain 経路を定

量的に評価するためのペプチドのモデル分子とする利点を有していると考えた． 
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 本章では，新規経鼻投与方法を開発するために，Reverse法による投与速度および投与液

量の制御が，脳への水溶性中分子の分布に及ぼす影響について評価した． 
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第 2-2節 実験方法 

1. 使用試薬 

[Carboxyl-14C]-inulin-Carboxyl ([14C]-inulin，イヌリン，Mw 5,000，2 mCi/g，純度 > 99%) 

は，American Radiolabeled Chemicals Inc. (St Louis，MO，USA) より購入した．イヌリンの

放射活性は 10 mCi/mmolであり，構造式を Fig. 2-2に示す．イヌリンは，投与液調製時ま

で 4℃の条件下で保存した．他の試薬は試薬品として市販されているものを実験に使用し

た． 

 

Fig. 2-2. Chemical structure of inulin. 

 

2. 実験動物 

動物実験の実施は，日本大学動物実験委員会 (東京，日本) の審議を経て承認を受けた．

実験動物は，4 週齢の ddY マウスを日本エスエルシー株式会社 (静岡，日本) より購入し

た．マウスは，温度 23 ± 1℃，湿度 55 ± 10%，照明点灯時間 8:00–20:00 (12時間) の環境下

で飼育し，固形飼料MF (オリエンタル酵母株式会社，東京) および水を自由に摂取させた．

マウスは少なくとも 3日間の予備飼育後，体重 25–35 gのマウスを実験に使用した． 

 

3. 経鼻投与 

3.1. 食道逆挿管鼻腔内投与法 (Reverse法) 

 Reverse法は，以下の手順に従って実施した．イソフルランで吸入麻酔されたマウスの気

道にポリエチレンチューブ (i.d., 0.58 mm; o.d., 0.97 mm) を挿入し気道を確保した (Fig. 2-
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3)．その後，食道から鼻腔に向けてカニューレ (i.d., 0.28 mm; o.d., 0.61 mm) を挿入した．

マウスを仰向けのまま，食道側のカニューレにマイクロシリンジポンプをセットし，薬液

を一定速度で鼻腔内へ投与した．投与する薬液は，イヌリンをリン酸緩衝生理食塩液 

(phosphate buffered saline，PBS) で 2 µCi/mL (200 µM) に調製した．鼻から脳移行に及ぼす

投与速度の影響を検討するために，薬液の投与速度は，5–500 µL/minの範囲で変化させた．

この時，薬液の投与容量は，0.05 µCi/mouseとなるように，25 µLで投与した．鼻から脳移

行に及ぼす投与容量の影響を調べるために，各投与液を 0.05 µCi/mouseとなるように調製

したものを，3.125–25 µLの範囲で変化させ，5 µL/minの速度で投与した．投与後，一定時

間後に，心臓から血液を採取した．得られた血液は遠心分離し，血漿を得た．灌流処置を

行わないマウスらは，血漿を採取直後に断頭して組織を摘出した．灌流処置を行うマウス

の各組織は，ペリスタポンプを用いて血液の色が除けるまで心臓から全身灌流を行った後

に摘出した． 

 

Fig. 2-3. Intranasal administration by reverse cannulation from the airway side through the 

esophagus (Reverse). 
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3.2. マイクロピペットを用いた点鼻投与法 (MP法) 

イソフルランの吸入麻酔下，マウスの鼻部を経鼻用麻酔マスク (SN-487-70-09，シナノ製

作所，東京) で覆い，シリコン栓を開いたあとでマイクロピペットを用いて，薬液を片鼻

腔に 2 µLずつ計 25 µLを 30秒毎に交互に投与した (Fig. 2-4)．この時，液の濃度は PBSで

2 µCi/mL (200 µM) に調製した．薬液は，マイクロチップの先端からの液滴を鼻腔付近に近

づけ，マウスの呼吸に同調しながらマウスが自発的に吸引するようなタイミングで投与し

た．血液および各組織は，上記の Reverse法による投与と同様な方法で採取した． 

 

Fig. 2-4. Intranasal administration using a micropipette (MP) covered with an openable 

inhalation mask. 

 

4. 放射活性の測定 

 

組織は，湿重量を測定後，55°Cで 1–2時間かけて 1 mL Solusol™ (National Diagnostics，

GA，USA) で溶解させ，その後シンチレーションカクテルであるHionic-fluor™ (Waltham，

MA，USA) を 10 mL加えた．血漿サンプルには Pico-fluor™40 (Waltham，MA，USA) を 3 

mL 加えた．血漿および組織中のイヌリンの放射活性は，液体シンチレーションカウンタ

ー (Tri-Carb 4810TR，PerkinElmer® Ltd.，MA，USA) を用いて 2サイクル，5分間測定した．

計数効率の補正は，外部線源法によって行った．組織中，血漿ならびに投与液の放射活性

は，測定された 2サイクルの放射活性の平均値を用いた． 
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5. データ解析 

 投与された薬物量 (injected dose，ID) に対する組織中または血液に分布したイヌリンの

割合 (%ID⁄g tissueまたは%ID⁄mL plasma) は，組織 1 gまたは血液 1 mLあたりのイヌリン

の放射活性を投与された薬液中のイヌリンの放射活性で除することで，それぞれの値を算

出した． 

 

6. 統計解析 

 統計解析には BellCurve for Microsoft Excel®を用いた．2群間の平均間の差の有意性を評

価するために，Student’s t-検定 (t-test) を用いて解析した．2群以上のグループの平均間の

差の有意性は，一元配置分散分析 (Analysis of variance，ANOVA) に続いて Dunnett’s 検定

を用いて決定した．差は p < 0.05で統計的に有意であると判断した． 

  



 

17 

 

第 2-3節 結 果 

1. Reverse法とMP法の違いにおける脳組織分布への影響 

 げっ歯類に対する経鼻投与は，マイクロピペットがよく利用されている．この投与方法

は，両鼻腔に対して少量 (5 µL 以下) の薬液を複数回投与したり，実験動物の鼻腔内の体

積に相当する薬液量を両鼻腔に投与するなど様々な報告がある [17,28,114–116]．これらの

経鼻投与の投与条件や投与の仕方は，中分子薬物の鼻から脳への移行に影響を及ぼす可能

性があると仮説を立てた．はじめに，MP法および新たに開発した Reverse法による投与が

脳組織分布に及ぼす影響を検討した．Fig. 2-5 に，それぞれの経鼻投与法を用いて投与 15

分後における脳，嗅球および延髄のイヌリン分布を示す．いずれの部位においても Reverse

法による投与後のイヌリン分布はMPに比べて，約 4倍以上高い値を示した． 

 

 

 

Fig. 2-5. The brain distribution of [14C]-inulin at 15 min after Reverse. The Reverse method was 

administered to mice under inhalation anesthesia at the dosing speed of 5 µL/min and a dose solution 

of 25 µL. Mice were sacrificed 15 min after Reverse was begun. The distribution of [14C]-inulin in 

the brain (A), the olfactory bulb (B), and the medulla oblongata (C) showed as %ID/g tissue after the 

treatment. Each point represents mean ± SE (n = 4–5). The significance of the difference in the mean 

values between the two groups at the same time was made using t-tests. **p < 0.01. Abbreviations: MP, 

micro pipette; Reverse, reverse cannulation; SE, standard error. 

 

2. Reverse法における全身灌流による脳分布への影響 

 脳は著しく豊富な血管分布を有しているため，脳の血液循環は他の臓器に比べて多い特



 

18 

 

徴を持つ [117]．経鼻投与後，薬物は鼻粘膜から吸収され体内に分布する．Nose-to-Brain経

路のように鼻から脳へ直接移行する経路も存在するが，血中に移行することも考えられる．

本研究で用いたイヌリンは，BBBを透過しないため脳内の血管容積マーカーとしても用い

られている [118,119]．つまり，一度血管内に分布したイヌリンは脳組織に移行することは

ない．Fig. 2-5の検討では，経鼻投与後の断頭を行う前に緩衝液などを用いた全身灌流処置

を行っていないため，脳内に存在する血管に分布したイヌリンも含めた放射活性量を測定

し，脳内分布として算出していることが考えられた．そこで，経鼻投与 15分後に心臓から

全身灌流を処置した群および非灌流群におけるイヌリンの脳内分布への影響を検討した．

Fig. 2-6 に Reverse 法における投与 15 分後に未処置群と灌流処置群の脳，嗅球および延髄

のイヌリン分布をそれぞれ示す．いずれの部位においても灌流処置を行った群のイヌリン

分布は未処置群に比べて，75–90%有意に減少した． 

 

 

 

Fig. 2-6. Effect of the systemic perfusion on inulin distribution in the brain after 15 min by the 

Reverse method. The Reverse method was administered to mice under inhalation anesthesia at the 

dosing speed of 5 µL/min and a dose solution of 25 µL. Mice were sacrificed 15 min after Reverse 

was begun. In perfusion group, each tissue was obtained after systemic perfusion from the heart using 

a peristaltic pump until the blood was decolored. The distribution of [14C]-inulin in the brain (A), the 

olfactory bulb (B), and the medulla oblongata (C) showed as %ID/g tissue after the treatment. Each 

point represents mean ± SE (n = 5–6). The significance of the difference in the mean values between 

the two groups at the same time was made using t-tests. ***p < 0.001, **p < 0.01. Abbreviations: Reverse, 

reverse cannulation; SE, standard error. 
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3. Reverse法におけるイヌリンの脳組織分布に及ぼす投与速度の影響 

Fig. 2-6の結果より，Reverse法による投与後に灌流処置を行うことで，脳の血管内容積

に存在するイヌリンを取り除けることが示唆されたことから，以降の検討では投与後に心

臓からの全身灌流を全ての個体で実施した． 

Reverse法の経鼻投与における利点は 2つある．一つは，経鼻投与における投与速度や投

与液量をコントロールすることができる．二つ目は，食道側からカニューレを挿管して薬

液を鼻腔側に送液することから，MCCの流れに逆行し，MCCの影響を減少できる可能性

がある．そこで，本研究では，Reverse法におけるイヌリンの脳組織分布量に及ぼす投与速

度の影響を検討した．Fig. 2-7に，Reverse法による 60分後における脳組織および血漿中の

イヌリン分布に及ぼす投与速度の影響を示す．Reverse 法における投与速度が 5 から 500 

µL/minに増加するにつれて，嗅球および脳におけるイヌリンの分布量は，30および 50%，

それぞれ低下する傾向を示した (Fig. 2-7A & 2-7B)．嗅球への分布量は，脳のそれに比べて，

いずれの投与速度においても，約 10倍高い値であった．一方，血漿への分布は投与速度の

増加にともない増大する傾向を示した (Fig. 2-7C)． 

 

 

Fig. 2-7. Effect of the administration speed on inulin distribution in the brain and plasma after 

60 min by the Reverse method. Drug doses of 25 µL/mouse were administered in each mouse under 

inhalation anesthesia at changing administration speed from 5 to 500 µL/min with the Reverse method. 

Mice were sacrificed 60 min after the Reverse method was begun. The brain (A), olfactory bulb (B), 

and plasma (C) radioactivities were expressed as a percentage of injected dose (%ID/g) tissue 

or %ID/mL plasma after Reverse in mice. Each point represents mean ± SE (n = 6). The significance 

of the differences in the mean values of multiple groups versus 500 μL/min was made using an 

analysis of variance (ANOVA) with Dunnett's test. *p < 0.05. Abbreviations: Reverse, reverse 

cannulation; SE, standard error.  
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4. Reverse法におけるイヌリンの脳組織分布に及ぼす投与液量の影響 

Fig. 2-7の結果から，投与速度を低下させることでイヌリンの脳への分布が増大したこと

から，投与速度は 5 µL/minに設定し投与液量の影響を検討した．Fig. 2-8に，Reverse法に

よる投与 60 分後における脳組織および血漿中のイヌリン分布に及ぼす投与液量の影響を

示す．経鼻投与する薬液量を 3.125 µLから 25 µLに増加させたところ，脳および嗅球への

イヌリンの分布量は 2倍以上に増加した (Fig. 2-8A & 2-8B)．嗅球への分布量は，いずれの

投与液量においても，脳への分布量に比べ約 10倍以上高い値であった．一方，血漿へのイ

ヌリンの分布量は，経鼻投与する薬液量の増加につれて減少した (Fig. 2-8C)．体重 30 gの

マウスにおける鼻腔内容積は，30 µL であることから [102]，Reverse 法では，マウス鼻腔

内容積に近い薬液量 (25 µL) を投与することで，鼻から脳組織へイヌリンの分布量が向上

することが明らかとなった． 

 

 

Fig. 2-8. Effect of the administration volume on the distribution of [14C]-inulin in brain tissue 

and plasma after 60 minutes of Reverse. The Reverse method was administered to mice under 

inhalation anesthesia at the dosing speed of 5 µL/min with a dose solution changing from 3.125 to 25 

µL. Mice were sacrificed 60 min after Reverse was begun. The distribution of [14C]-inulin in the brain 

(A), the olfactory bulb (B), and the plasma (C) showed as %ID/g tissue or %ID/mL plasma after the 

treatment. Each point represents mean ± SE (n = 6). The significance of the differences in the mean 

values of multiple groups versus 3.125 μL was made using an analysis of variance (ANOVA) with 

Dunnett's test. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05. Abbreviations: Reverse, reverse cannulation; SE, 

standard error. 
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第 2-4節 考 察 

創薬モダリティとしてペプチドのような中分子薬物は，静脈内投与後による中枢移行性

が低いことから，脳疾患の領域における医薬品開発の障害になっている [10,11]．経鼻投与

は，静脈内投与による痛みを伴わず，BBBを回避可能な経路を持つことから，ペプチドの

脳送達のための有望な投与方法になり得る [113]．そこで，鼻から脳への移行を複雑にして

いる原因の 1つである薬液の食道への流出に着目した．Reverse法では，食道側からカニュ

ーレを挿入し，マイクロシリンジポンプに取り付けたシリンジと連結させた．この処置に

よって，食道への投与液の流出を抑制することが期待できる． 

はじめに，中分子の経鼻投与後の脳への分布を定量することが可能か検討するために，

Reverse 法ならびに MP 法におけるイヌリンの脳への分布を定量的に評価した．イヌリン

は，インスリン (Mw: 5,808) やエキセンジン (Mw: 4,186) などのペプチド薬の分子量域で

あること，BBB 非透過性分子として知られていること [118,119]，生体で代謝されないた

め，投与後の代謝を考慮する必要がなく分布の定量に向いていること [120]，などの利点

を持つことから今回モデル分子として使用した．その結果，Reverse法およびMP法による

投与後の脳，嗅球，および延髄におけるイヌリンの組織内分布の分布量を検出することが

できた (Fig. 2-5)．さらに，Reverse 法による投与後のイヌリン分布は MP 法に比べて，約

4倍以上高い値を示した．このように，Reverse法による経鼻投与において，組織分布を検

出できたことから，Reverse法は，今後の経鼻投与後の組織内分布を評価するうえで有用な

方法であることが示唆された． 

次に，脳実質側に分布するイヌリンを評価するために，経鼻投与の一定時間後に脳を摘

出する直前に全身灌流処置を行った．経鼻投与された薬液の一部は，粘膜固有層に到達し

た後，鼻血管に吸収され，薬液が全身に分布する [121]．鼻から脳への分布を評価するにあ

たって，イヌリンのような BBBを透過しない物質は，脳の血管内に残存するイヌリンを排

除する必要がある．全身灌流処置を行うことで，血管内に存在する薬液を排除して，脳実

質側にのみ存在する薬液を評価した．その結果，灌流処置後の脳組織へのイヌリン移行は，

灌流処置を施さなかった脳組織に比べて 75–90%程度減少した (Fig. 2-6)．したがって，経

鼻投与したイヌリンの多くが脳血管内に分布していることが示唆された．このことから，

以降のイヌリン分布評価の実験では，組織を摘出する前に全身灌流の処置を施した． 

Reverse法は，吸入麻酔下でげっ歯類への経鼻投与を可能とし，マイクロシリンジポンプ

を用いて薬物の投与速度と薬液量の両者を機械的に調節できる利点を有する．投与速度お
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よび薬液量の 2つの因子が経鼻投与による中分子の脳への薬物移行を特徴づけると仮説を

立てた． 

中分子の経鼻投与後の脳への分布に及ぼす投与速度の影響を明らかにするために，イヌ

リンの脳への分布を定量的に評価した．投与液の総量を，高速かつ短時間による経鼻投与

あるいは低速かつ持続的な経鼻投与のどちらの条件がイヌリンの脳への分布を増大させる

か検討した．その結果，仰向けにしたマウスに対して，高速かつ短時間ではなく低速かつ

持続的に薬液を経鼻投与することで，イヌリンの鼻から脳への分布は向上した (Fig. 2-7A 

& 2-7B)．これに対して，500 µL/minの速度に設定して 3秒間で速やかに投与した場合，鼻

腔内から循環血液中への移行が増えた結果 (Fig. 2-7C)，脳組織におけるイヌリンの分布量

が低下した．この実験における最も速い投与速度 (500 µL/min) では，全薬液量が鼻腔内に

速やかに流入すると同時に，嗅粘膜に加えて呼吸粘膜にも広く分布する．呼吸粘膜にはフ

ェネストラが多く存在するため，呼吸粘膜に付着した薬液は，嗅粘膜に比べて循環血液中

へ流出しやすい [103]．したがって，Reverse法による経鼻投与において投与速度が速い場

合には，呼吸粘膜上から血中への薬液の流出により，脳への水溶性中分子の分布を低下さ

せることが示唆された． 

経鼻投与後の脳への分布に及ぼす投与液量の影響を明らかにするために，イヌリンの脳

への分布を定量的に評価した．Reverse法において投与する速度を一定に設定したとき，鼻

腔内に流入する薬液量の増大は脳組織へのイヌリンの分布を増加させ，一方血中へのイヌ

リンの分布は減少させることが示唆された (Fig. 2-8)．マウスの鼻腔容積は約 30 µL，その

鼻腔の表面積を占める嗅粘膜と呼吸粘膜の比率は 1:1 であることが報告されている [102]．

仰向けにしたマウスに対して，MCC に逆行するように食道側から鼻腔側へ 25 µL の薬液

を 5分間投与することで，薬液は呼吸粘膜上まで拡がらず，主に鼻腔上部に位置する嗅粘

膜表面からの鼻から脳への経路を介して効率的に移行することが示唆された． 
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第 2-5節 小 括 

 新規経鼻投与方法である Reverse 法を用いて，経鼻投与方法の違い，全身灌流，投与速

度および投与液量の影響を脳内分布から検討し，以下の知見を得た． 

 

1. Reverse法を用いた経鼻投与 15分後の脳へのイヌリンの移行量は，MP法に比べて 3倍

以上向上した． 

 

2. 経鼻投与後の全身灌流を行うことで，血管内容積に分布していたイヌリンが除去され

て，脳の分布量は低下した． 

 

3. Reverse 法を用いて高速かつ短時間ではなく低速かつ持続的に薬液を経鼻投与するこ

とで，イヌリンの鼻から脳への分布は増加傾向だった． 

 

4. Reverse法を用いて嗅粘膜部分を満たす薬液量を投与することにより，イヌリンの脳内

分布量は向上した． 

 

 以上より，水溶性中分子を用いた経鼻投与において Reverse 法は，脳内分布を評価する

のに有用であることが示唆された．さらに，Reverse法による投与時の投与速度ならびに投

与液量は脳への移行に関与することが示唆された． 
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第 3章 

 

鼻から脳への送達経路を介した水溶性中分子の定量的な分布評価 
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第 3-1節 緒 言 

 BBB を回避して鼻から脳に薬物を直接送達できる Nose-to-Brain 経路が注目されている

[101,122]．Nose-to-Brain経路には，嗅神経，三叉神経，ならびに CSFを介した複数の経路

が関与する (Fig. 3-1) [16,17]．嗅神経経路を利用した水溶性中分子の移行は，鼻腔内に存在 

 

 

Fig. 3-1. Representative route of nose-to-brain. 

 

する嗅粘膜から吸収されて嗅神経を介することで，嗅球または脳実質へ送達される経路で

ある [123]．三叉神経は鼻腔内の嗅粘膜および呼吸粘膜にそれぞれ分布しており，これら

の鼻粘膜を経由して，橋などの脳幹部に直接到達する．そのため，経鼻投与された水溶性

中分子は，三叉神経経路を介して鼻腔内に投与された薬物が直接脳幹などの脳の後方や脊

髄に送達される．しかし，三叉神経経路の寄与は十分に理解されておらず，嗅覚経路より

も脳への移行における関連性が低いと考えられている [113]．CSF 経路は，嗅粘膜と呼吸

粘膜から吸収された水溶性中分子が間質液や脳脊髄液に分布して脳全体に送達される．一

方で，鼻腔に投与された水溶性中分子は鼻粘膜上に存在する MCC によって，食道側に除

去されるため脳への移行が著しく制限される． 

 また，鼻腔からの薬物吸収は，薬物のMwに反比例する．Mwが 300未満の薬物のほと

んどは，鼻腔から容易に吸収される [124] のに対し，中高分子量の薬物 (Mw 600以上) は，

鼻腔内での吸収が著しく低下する [125]．嗅粘膜は，経鼻吸収された薬物が脳へ移行しや
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すいため，嗅粘膜を通過する鼻腔内輸送は，脳標的化のために注目されている [2,126,127]．  

 Nose-to-Brain経路を利用した薬物送達は，%DTEおよび%DTPのような定量的な指標を

使用して，ナノキャリアや剤形の相違による鼻から脳への送達性が議論されている [87]．

しかし，経鼻投与には，薬液による鼻腔内滞留性の違い [128]，外来異物を鼻腔から咽頭側

に排除する機構であるMCCの影響 [129]，さらに確立された経鼻投与技術が存在しないた

め実験者間での技術の相違 [123] などがある．本研究では，これらの要因を克服し，Nose-

to-Brain経路を定量的に評価するため，Reverse法を用いて，鼻から脳への水溶性中分子分

布を向上できる経鼻投与条件を第二章で明らかにした．しかし，これらの投与条件が鼻か

ら脳への移行を向上させたことを示しているものの，%DTEや%DTPのような定量的な指

標を用いた評価および他の組織への分布について示していない． 

 そこで本章では，第二章で開発した新規経鼻投与法を用いて，水溶性中分子の体内分布

を定量的に評価した． 
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第 3-2節 実験方法 

1. 使用試薬 

[Carboxyl-14C]-inulin-Carboxyl ([14C]-inulin，イヌリン，Mw 5,000，2 mCi/g，純度 > 99%) 

は，American Radiolabeled Chemicals Inc. (St Louis，MO，USA) より購入した．Dextran，Alexa 

Fluor™ 680 (デキストラン，Mw 3,000) は，Invitrogen by Thermo Fisher Scientific (Waltham，

MA，USA) より購入した．他の試薬は試薬品として市販されているものを実験に使用した． 

 

2. 実験動物 

動物実験の実施は，日本大学動物実験委員会 (東京，日本) の審議を経て承認を受けた．

実験動物は，4 週齢の ddY マウスを日本エスエルシー株式会社 (静岡，日本) より購入し

た．マウスは，温度 23 ± 1℃，湿度 55 ± 10%，照明点灯時間 8:00–20:00 (12時間) の環境下

で飼育し，固形飼料MF (オリエンタル酵母株式会社，東京) および水を自由に摂取させた．

マウスは少なくとも 3日間の予備飼育後，体重 25–35 gのマウスを実験に使用した． 

 

3. 経鼻投与 

3.1. Reverse法 

 Reverse 法は，第二章と同様の処置を施した．Reverse 法によって投与してから一定時間

後に断頭後，脳を摘出した．放射活性による定量的な生体内分布評価において投与する薬

液は，イヌリンを，PBSで 2 µCi/mL (200 µM) に調製した．鼻から各組織への移行を検討

するために，薬液の投与速度は，5 µL/minで行った．薬液の投与容量は，0.05 µCi/mouseと

なるように，25 µLで投与した．投与してから一定時間後に，心臓から血液を採取した．得

られた血液は遠心分離し，血漿を得た．各組織は，ペリスタポンプを用いて血液の色が脱

色するまで心臓から全身灌流後に摘出した．対照実験として，IVは，経鼻投与と同等の蛍

光量または放射活性量になるように調製した薬液量をマウスの尾静脈から一定時間かけて

投与した．Reverse法による投与および IVされたマウスの CSFは大そうに挿入した注射針 

(30G) 連結カニューレ (i.d., 0.28 mm; o.d., 0.61 mm) からゆっくり吸引することで採取した．

予備実験より，前述の薬液の放射活性では，経鼻投与において十分な検出感度が得られな

かったことから，0.25 µCi/mouseとなるように別に調製した薬液を Reverse法による投与ま

たは IVした． 
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3.2. MP法 

MP法は，第二章と同様の処置を施した．血液および各組織は，上記の Reverse法と同様

な方法で採取した． 

 

4. Reverse法による投与後の脳蛍光イメージングのex vivo観察 

吸入麻酔下のマウスに，デキストラン (280 nM) を含有するヒドロキシエチルピペラジ

ンエタンスルホン酸 (2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid，HEPES) 溶液 

(25 µL) を5 µL/minの速度で，Reverse法にて投与した．蛍光イメージングのex vivo観察で投

与する薬液は，デキストラン (280 nM) をHEPES溶液 (25 µL) で調製した．対照実験では，

Reverse法と同等の蛍光量をIVした．脳内イメージングの測定には，In-vivo Xtreme II (Bruker，

MA，USA) とIVIS Lumina III In Vivo Imaging System (CLS136334，PerkinElmer，MA，USA) 

をそれぞれ使用した．脳は上述した方法に従って摘出し，In-vivo Xtreme IIで脳の上部から

観察した．画像は，679 nm励起および702 nm蛍光フィルター，露光時間：10秒，F/Stop = 2

の条件で取得した．Reverse法の投与60分後における脳のサジタル切片のイメージングは，

経鼻投与の組織分布解析で良く使用されているIVIS Lumina III In Vivo Imaging Systemを使

用した [130–132]．サジタル切片は，頭頂葉から見てブレグマから右に2 mmの部分をスラ

イスした．画像の取得は，In-vivo Xtreme IIの撮影条件に一致するよう設定した．蛍光画像

は，Living Image® 4.7.2 ソフトウェア (PerkinElmer® Ltd.，Waltham，MA，USA) を用いて

解析した． 

 

5. 放射活性の測定 

組織は，湿重量を測定後，55°Cで 1–2時間かけて 1 mL Solusol™ (National Diagnostics，

GA，USA) で溶解させ，その後シンチレーションカクテルであるHionic-fluor™ (Waltham，

MA，USA) を 10 mL加えた．血漿および CSFサンプルには Pico-fluor™40 (Waltham，MA，

USA) を 3 mL加えた．血漿，組織，および CSF中のイヌリンの放射活性は，液体シンチ

レーションカウンター (Tri-Carb 4810TR，PerkinElmer® Ltd.，MA，USA) で測定した． 

 

6. データ解析 

IDに対する組織中，CSF中または血液に分布したイヌリンの割合 (%ID⁄g tissue，%ID⁄mL 

CSFまたは%ID⁄mL plasma) は，組織 1 g，CSF 1 mLまたは血液 1 mLあたりのイヌリンの
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放射活性を投与された薬液中のイヌリンの放射活性で除することで，それぞれの値を算出

した．脳，CSFまたは血液中におけるAUCは0–120分までのそれぞれの%IDから線形台形法

により算出した．ただし，IV直後 (0分) における%ID/mL plasmaは投与3および5分後の値

から外挿して求めた．%DTEは，経鼻投与時の血中に対する脳あるいはCSFのAUCを，IV時

のそれらの値で除することから得た [87,89]． 

%DTE = (AUCbrain or CSF/AUCplasma)IN/(AUCbrain or CSF/AUCplasma)IV×100・・・ (1) 

ここで，AUCbrainは脳における薬物濃度-時間曲線下面積，AUCCSFはCSFにおける薬物濃

度-時間曲線下面積，AUCplasmaは血漿における薬物濃度-時間曲線下面積，INはReverse法に

よる経鼻投与，およびIVは静脈内投与を表す． 

%DTP，すなわち，鼻から脳への直接経路を介して脳に到達する薬物の相対量は，式 (2) 

および式 (3) を用いて算出した [90]． 

%DTP = (B IN - BX)/BIN × 100・・・ (2) 

BX = BIV/PIV×PIN           ・・・ (3) 

 ここで，BXは，Reverse法による経鼻投与後の全身循環を介した脳または CSFにおける

AUCの割合，BINは Reverse法による経鼻投与後の経時的なAUCbrain or CSF，BIVは IV後の経

時的な AUCbrain or CSF，PIVは IV後の経時的な AUCplasma，PINは Reverse法を用いた経鼻投与

後の経時的なAUCplasmaを表す． 

 

7. 統計解析 

 統計解析には BellCurve for Microsoft Excel®を用いた．2群間の平均間の差の有意性を評

価するために，Student’s t-testを用いて解析した．2群以上のグループの平均間の差の有意

性は，ANOVAに続いてDunnett’s検定を用いて決定した．差は p < 0.05で統計的に有意で

あると判断した． 
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第 3-3節 結 果 

1. 蛍光標識トレーサーによる Reverse法を用いた経鼻投与後の脳組織の蛍光イメージング 

イヌリンとMw が異なる他の水溶性中分子も Reverse 法を用いた経鼻投与後の脳内局在

を調査するため，Mw 3,000のデキストランを用いて脳イメージング観察を行った．Reverse

法による投与後のデキストランのイメージングは，60分において嗅球や大脳周辺領域に最

も強い蛍光が観察された (Fig. 3-2A)．蛍光分布が最も強かった投与 60 分において脳矢状

断面を観察したところ，嗅神経からつながる嗅球，ならびに大脳の前方領域に特に強い蛍

光が見られた (Fig. 3-2B)． 

 

Fig. 3-2. Dextran observation of fluorescence imaging administering by the Reverse method. 

Each mouse was administered dose at a constant speed of 5 µL/min, with a dosage volume of 25 µL 

during Reverse while under anesthesia. (A) The excised brain was observed from the top. In contrast, 

an equivalent fluorescence dose of dextran was IV administered to Reverse. The excised brain was 

observed from the top using In vivo Xtreme II. (B) Sagittal plane imaging of the brain at 60 min after 

administrating by Reverse was observed using IVIS Lumina III In Vivo Imaging System. 

Abbreviations: Reverse, reverse cannulation; IV, intravenous; dextran, Alexa Fluor 680-labeled 

dextran (Mw: 3,000).  
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2. Reverse法による投与後の脳組織および CSFにおけるイヌリンの分布量の時間推移 

Fig. 3-3に，Reverse法による投与後のイヌリンの脳組織，三叉神経，CSFおよび血漿中

分布の時間推移を示す．イヌリンの分布量は Reverse 法の投与後，脳および嗅球で 60–90

分，三叉神経で 30 分，および CSF で 60 分に最大となる時間推移をそれぞれ示した (Fig. 

3-3A，3-3B，3-3C & 3-3D)．Reverse法における CSF中へのイヌリンの分布量は，投与後ほ

ぼ一定の値 (約 0.2%ID/mL CSF) であり (Fig. 3-3D)，血中への分布も一定の範囲内で推移

した (Fig. 3-3E)．全身投与に対する経鼻投与後の相対的な脳への薬物送達効率 (%DTE) と

脳への全薬物送達量に対する Nose-to-Brain経路の寄与率 (%DTP) は，それぞれ 1,478%と

93%であった．脳脊髄液に対しても，これらの値を同様に算出したところ，%DTE およ

び%DTPはそれぞれ，611%および 84%であった (Table 3-1)． 
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Fig. 3-3. Concentration-time profiles [14C]-inulin in brain tissue, trigeminal nerve, CSF, and the 

plasma after Reverse. The Reverse method (●) was performed at the dosage volume of 25 µL and 

the constant speed of 5 µL/min. IV (○) was administered at an equivalent to radioactivity dose to the 

Reverse method. Each graph shows distribution of [14C]-inulin in the brain (A), the olfactory bulb (B), 

the trigeminal nerve (C), the CSF (D), or the plasma (E). Each point represents mean ± SE (n = 5–6). 

The significance of the difference in the mean values between the two groups at the same time was 

made using t-tests. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05. Abbreviations: Reverse, reverse cannulation; IV, 

intravenous; CSF, Cerebrospinal fluid; SE, standard error. 
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Table 3-1. Pharmacokinetic parameter in the brain and CSF after [14C]-inulin administration through Reverse. 

 

Section Route 
AUCbrain 

(%ID/g brain· min) 

AUCCSF 

(%ID/g brain· min) 

AUCbrain/AUCplasma 

(%) 

AUCCSF/AUCplasma 

(%) 
%DTE %DTP 

Brain 

Reverse 24.52 ± 5.50 – 18.95 ± 0.25 – 1478.49 ± 188.49 93.24 ± 0.77 

IV 3.33 ± 0.82 – 1.28 ± 0.13 – – – 

CSF 

Reverse – 23.63 ± 5.15 – 18.26 ± 0.15 610.97 ± 99.26 83.63 ± 2.29 

IV – 7.76 ± 1.57 – 2.99 ± 0.40 – – 

 

Each value represents the mean ± SE (n = 5–6). 

Drug Targeting Efficiency Percentage (%DTE): Relative exposure of the brain to the drug following intranasal administration versus systemic administration 

was calculated using Equation (1). Nose-to-brain Direct Transport Percentage (%DTP): The relative amount of drugs reaching the brain via the nose-to-brain 

pathway was calculated using Equations (2) and (3). AUCbrain, or CSF represents area under the curve of the brain or the CSF. Abbreviations: AUC, area under 

the curve; Reverse, reverse cannulation; IV, intravenous; CSF, Cerebrospinal fluid. 
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3. Reverse法におけるイヌリンの体内分布 

Fig. 3-4に，Reverse法による投与 60分後におけるイヌリンの体内分布を示す．MP法は，

Reverse 法と同等な薬液量になるように全量 25 µL を 30 秒毎に 2 µL を左右の鼻腔へ交互

に投与した．Reverse法による脳および嗅球へのイヌリンの分布量は，投与 60分後におい

てMP法のそれらより，約 2倍有意に高い値を示した (Fig. 3-4A & 3-4B)．これに対して，

三叉神経と CSF におけるイヌリンの分布量は，Reverse 法および MP 法との間でほぼ同等

であった (Fig. 3-4C & 3-4D)．Reverse法で測定したすべての組織の中で，三叉神経は最も

高い分布 (約 20%ID/g tissue) であった． 

脊髄におけるイヌリンの分布量は，Reverse 法と MP 法の間で有意な差を示さなかった 

(Fig. 3-4E)．Reverse 法における血中への分布は，MP 法に比べて，約 30%低い値であった 

(Fig. 3-4F)． 

一般に，経鼻投与された薬物は鼻腔内でMCCにより食道側に排出されるが，Reverse後

の食道へのイヌリンの分布量は，MP法に比べて，約 15%と極めて低かった (Fig. 3-4G)．

同様に，代表的な末梢組織である肺と肝臓においても分布量に有意な差はないものの，

Reverse法によるイヌリンの分布量はMP法と比較して，減少する傾向であった (Fig. 3-4H 

& 3-4I)． 

さらに，Reverse 法ならびに MP 法における経鼻投与後のイヌリンの脳，嗅球，三叉神

経，CSFおよび血液中への移行量を Table 3-2にまとめた．Reverse法とMP法による経鼻

投与間で比較したところ，Reverse 法による脳および嗅球への分布は MP 法に比べて 2 倍

以上高い値を示したのに対し，三叉神経，CSFおよび血漿への分布はほとんど差が認めら

れなかった． 
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Fig. 3-4. The biodistribution of [14C]-inulin at 60 min after Reverse. The Reverse method was 

administered to mice at the dosing speed of 5 µL/min and the doing volume of 25 µL. In the MP 

method, a total volume of 25 µL administration solution was given at 30 sec intervals, via 2 µL doses. 

These were given in alternating nostrils. The IV injection was given through the tail vein at an 

equivalent to radioactivity dose to the IN administration. Mice were sacrificed 60 min after 

administration. White bar, black bar, or gray bar expresses IV injection, Reverse, or MP, respectively. 

Each graph shows radioactivity of [14C]-inulin in the brain (A), the olfactory bulb (B), the trigeminal 

nerve (C), the CSF (D), the spinal cord (E), the plasma (F), and peripheral tissues (G–I). Each bar 

represents mean ± SE (n = 5–6). The significance of the differences in the mean values of multiple 

groups was made using an analysis of variance (ANOVA) with Dunnett's test, ***p < 0.001, **p < 0.01, 
*p < 0.05, n.s.p > 0.05, versus Reverse. Abbreviations: CSF, Cerebrospinal fluid; IV, intravenous; 

Reverse, reverse cannulation; MP, micro pipette; SE, standard error; n.s., not significant. 
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Table 3-2.  The distribution of [14C]-inulin in the tissue, CSF and plasma at 60 min after 

intranasal administration methods. 

 

Method 
Brain 

(%ID/g tissue) 

Olfactory bulb 

(%ID/g tissue) 

Trigeminal nerve 

(%ID/g tissue) 

CSF 

(%ID/mL CSF) 

Plasma 

(%ID/mL plasma) 

Reverse 0.27 ± 0.05* 3.40 ± 0.60* 21.5 ± 7.42 0.24 ± 0.05 0.90 ± 0.22 

MP 0.11 ± 0.04 1.49 ± 0.44 19.6 ± 5.06 0.14 ± 0.03 1.24 ± 0.19 

 

Each value represents the mean ± SE (n = 6). The significance of the difference in the mean values 

between the two groups at the same time was made using t-tests. *p < 0.05. Abbreviations: CSF, 

Cerebrospinal fluid; Reverse, reverse cannulation; MP, micro pipette; SE, standard error. 

 

 

  



 

37 

 

第 3-4節 考 察 

Reverse 法によって水溶性中分子を投与すると，脳領域の中でどのような分布を示すか

を特徴づけるために，Mw 3,000のデキストランを用いて経時的な脳内の分布局在を ex vivo

で観察した．イヌリンと同様に多糖類の構造を有するデキストランは，経鼻投与後の脳お

よび脳脊髄液への分布評価 [23,133] を参考に，今回モデル分子として用いた．その結果，

60分において嗅球や大脳前方領域の範囲にわたって最も強い蛍光が観察された (Fig. 3-2A 

& 3-2B)．Kanazawaらの報告では，Mw 10,000の水溶性物質デキストラン (AD-10K) の経

鼻投与では蛍光が検出されなかったのに対し，鼻から脳への薬物輸送を促進できるナノキ

ャリア (stearylated-arginine-rich peptide) に搭載した AD-10K の分布は現在の結果に一致し

て，嗅球部分に強い蛍光が認められた [134]．この結果は，第二章で検討した Reverse法に

おける投与速度の結果 (Fig. 2-6A & 2-6B) の嗅球へのイヌリン量が脳部位に比べて大きか

ったことを支持している．Thorne らは，IGF-1 を経鼻投与した際のサジタル切片の分布を

評価した [17]．IGF-1 はポリペプチドで構成されており，イヌリンと同様に水溶性中分子

である．現在の結果 (Fig. 3-2) はThorneらの結果と同様に，嗅球部位に最も分布していた．

したがって，水溶性中分子における脳への移行性は，嗅粘膜から吸収されて最も分布しや

すい嗅球に送達されることが示唆された． 

イヌリンは Reverse法による投与後，脳および嗅球で 60分付近にピークを示す時間推移

が観察された (Fig. 3-3A & 3-3B)．%DTEは経鼻投与における脳への移行性において，薬物

が脳内に送達する効率の良さを示す．すなわち，この値が 100%を超える場合，経鼻投与が

IV に比べて効率良く脳に分布することを意味する．Reverse 法による本実験から得られた

脳におけるイヌリンの%DTEは，1,478%であった．したがって，Reverse法を用いた経鼻投

与は，IV に比べて水溶性中分子を約 15 倍効率的に脳内へ送達できることを定量的に示し

た．タンパク質である線維芽細胞増殖因子 (basic fibroblast growth factor，Mw: 18,000) の大

脳に対する%DTE は 272%であることから [135]，Reverse 法は MP 法による経鼻投与に比

べて，Nose-to-Brain 経路を直接介して，水溶性中分子を脳内に効率よく送達できうること

が示唆された．Reverse法によるイヌリンの%DTPは脳において 93%であった (Table. 3-1)．

この結果はイヌリンの90%以上がNose-to-Brain経路を直接経由したことを意味する (Table. 

3-1)．アミノ酸ペプチドであるヒポクレチン (Mw: 3,562，オクタノール-水分配係数 0.232) 

やオキシトシン (Mw: 1,007) の%DTPは約 80%であった [23,91]．したがって，Reverse法

を用いたイヌリンの脳への移行は，マイクロピペットを用いた経鼻投与によるヒポクレチ
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ンに比べて，嗅粘膜からの吸収によりNose-to-Brain経路の利用率を高めたことを示唆して

いる． 

げっ歯類に対する経鼻投与方法には，研究グループ間で少量 (約 5 µL) で複数回あるい

は 2回程度で投与する方法がこれまでに報告されている [17,28,114–116]．本研究では，液

量 2 µLを 30秒間隔で片鼻腔に交互に全量 25 µLを投与するMP法を選択した．この経鼻

投与法を用いて，イヌリンの体内分布量について，Reverse 法と比較した．Reverse 法は，

脳への移行量が最も高くなった投与速度: 5 µL/minと投与液量: 25 µLで検討した．両者の

経鼻投与に要する時間はどちらも 6分以内に終わる．その結果，Reverse法の投与 60分後

における脳および嗅球へのイヌリン分布は，MP法より有意に高かった (Fig. 3-4A & 3-4B)．

鼻から脳へ薬物を送達する直接経路には神経経路および CSF経路がある [17,29,136]．神経

経路には，嗅神経および三叉神経が存在する．一方で，三叉神経および CSF への分布は，

Reverse法とMP法との間に有意な相違は認められなかった (Fig. 3-4C & 3-4D)．主に嗅粘

膜には嗅神経，呼吸粘膜には三叉神経が豊富に存在する [103]．嗅粘膜から吸収された後，

傍細胞または経細胞のいずれかで薬物は輸送され，神経組織に沿って神経周膜腔に存在す

る間質液に到達する．これらが CSF に連続している [137]．嗅神経経路とは別の，もう 1

つの神経経路である三叉神経経路は，鼻粘膜の呼吸粘膜から三叉神経を経由して後脳の脳

幹に到達する．鼻から脳への輸送において三叉神経は，主に呼吸粘膜から脳幹へ突出して

いる [19]．そのため，三叉神経は橋や延髄，脊髄への分布に深く関与すると考えられる．

CSF はグリンパティック機構によって脳周囲を循環する [138]．この機構は，血管がポン

プの役割を果たし血管周囲の間質液を移動させる [139]．そのため，水溶性高分子である

immunoglobulin Gは経鼻投与後に血管周囲腔内に存在することが共焦点レーザー走査型顕

微鏡から明らかになっている [140]．したがって，Mwが 5,000程度の水溶性物質は経鼻投

与後に脳血管周囲腔内へ分布し，グリンパティック機構によって CSFを循環して脳に分布

すると考えられる．Reverse法は主に，呼吸粘膜から三叉神経経路ではなく，嗅粘膜を介し

て嗅球側から CSFまたは脳実質に移行することが示唆された．しかし，経鼻投与後のイヌ

リンの CSFへの移行が嗅球や三叉神経に比べて限定的であることから，イヌリンの脳への

経鼻投与のメカニズムは，CSFの寄与が低いと考えられる．Reverse法を用いた投与 60分

後における脊髄へのイヌリンの分布量は，MP 法による投与後の分布と有意な相違は認め

られなかった (Fig. 3-4E)．Reverse法では，MP法による脳への分布量 (0.11%ID/g tissue，

Fig. 3-4A) より約 3倍高いイヌリンの分布 (0.27%ID/g tissue) であった．Kameiらは，イン
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スリン (Mw: 5,808) をマイクロピペットにより 10 µL経鼻投与したところ，60分後におけ

るその脳内分布は 0.05%ID/g tissue 以下であったことを報告している [26]．Mw が近いか

らといって，本結果が必ずしもフォールディングや立体構造を形成する中分子ペプチドに

外挿できるとは限らない．しかし，今回のイヌリンは，経鼻投与 15–60分後の早期にかけ

て，脳や嗅球部位で高い分布が見られた．イヌリンの嗅球内分布は脳内分布に比べて約 10

倍の濃度を示しており，インスリン (嗅球: 約 0.06%ID/g, 脳: 約 0.005%ID/g) [26] やエキ

センジン (嗅球: 約 2%ID/g，脳: 約 0.1–0.2%ID/g) [141] の報告に類似していた． 

さらに，Reverse法は血漿中や食道，肺および肝臓のような末梢組織へのイヌリンの分布

量をMP法より減少させた (Fig. 3-4F，3-4G，3-4H & 3-4I)．鼻腔内の薬物はMCCによっ

て鼻腔から咽頭側へ流れ，消化管に排出される [142]．本研究における Reverse法は，カニ

ューレを食道側から挿入し薬物を鼻腔内に投与する．Reverse 法は食道へのイヌリンの分

布量をMP法より減少させた (Fig. 3-4G)．そのため，MCCの抑制を誘起させることで，咽

頭側へのイヌリン流出の抑制につながると考えられた．これらの結果より，Reverse 法は，

げっ歯類においてNose-to-Brain経路を介した薬物デリバリーの評価に効果的な経鼻投与方

法であることが示唆された． 

 これらの結果から，本研究で開発したReverse法による 2つのモデル分子の知見は，Nose-

to-brain経路を利用した脳疾患治療のための中分子ペプチドの開発基盤となり，非常に有用

であると考えている．しかし，トランスポーターが存在するため BBB透過性の高いインス

リンや P-糖タンパク質 (P-glycoprotein, P-gp) の基質であるシクロスポリンに対しては，本

結果のイヌリンやデキストランから得られた結果をそのまま外挿することは難しい．経鼻

投与においてもトランスポーターの関与が議論されており [28]，インスリンはトランスポ

ーターを介して BBBを透過するため，イヌリンとは異なる挙動となる可能性がある．さら

に，低分子の P-gp基質の分布動態に関する報告はあるものの [28]，中分子のシクロスポリ

ン (Mw: 1,202) などを用いた分布動態に関する報告はほとんどない．シクロスポリンは鼻

粘膜にも局在している P-gp の細胞外排出機構によって鼻から脳への輸送を制限されてし

まうため，イヌリンのNose-to-Brain分布よりも低い値を示す可能性があり，今後調査する

必要があると考えている．Reverse法は侵襲性の高い経鼻投与方法である．今後の脳疾患に

対する中分子ペプチドの非侵襲的な経鼻投与アプローチでは，鼻腔内での薬液滞留性を有

する粘膜付着剤 [143,144] や脳への移行性を向上させるナノ粒子 [145,146] を利用するこ

とで，Reverse法のように脳への移行性を向上できるであろう．また，神経ペプチドを模倣
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した医薬品を脳へ送達させる研究は，ペプチダーゼなどのペプチド分解酵素に対する耐性

や BBBを通過できるような特徴を付与することで進められている [147–150]．これらの知

見を踏まえた中分子ペプチドの経鼻投与アプローチに関する研究は，脳疾患治療に対する

中分子ペプチドの鼻から脳へのデリバリーを向上させるためのメカニズムを解明する糸口

となるであろう． 
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第 3-5節 小 括 

 第二章で開発した Reverse 法を用いて，水溶性中分子の体内分布を検討して以下の知見

を得た． 

 

1. Mw 3,000 でのデキストランの投与は，投与後 60 分において嗅球および大脳の前方に

高い分布が観察された． 

 

2. Reverse法は，IVに比べてイヌリンを約 15倍効率的に脳内へ送達できることを定量的

に示した． 

 

3. 脳に分布した 90%以上のイヌリンがNose-to-Brain経路を介して輸送されたことを定量

的に示した． 

 

4. 嗅粘膜領域における薬液の滞留性を増大させることにより，イヌリンの鼻から脳への

移行性は有意に向上した． 

 

5. イヌリンの三叉神経への移行量は高いものの，脳への移行は低いことから三叉神経経

路による脳への移行の寄与は低いことを示唆した． 

 

6. Reverse 法は，ピペットによる経鼻投与の課題であった食道側への薬液の流出を約 1/6

にまで減少させた． 

 

 以上，Reverse法を用いた経鼻投与は，鼻から脳への送達経路を介した水溶性中分子の分

布を定量的に評価できることが示唆された． 
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 本研究では，鼻から脳への水溶性中分子送達に関する分布を定量的に明らかにするため，

新規経鼻投与法である Reverse法を開発した．Reverse法を用いて，水溶性中分子の鼻から

脳への分布評価を検討し，以下の知見を得た．本研究の結果の概要を Fig. 4-1に示した． 

 

1. Reverse法による経鼻投与時の投与速度と投与液量は，水溶性中分子の鼻から脳への移

行に寄与する因子であることを明らかとした． 

 

2. Reverse法を用いることで，鼻から脳への送達経路を介した水溶性中分子の分布を定量

的に評価できることを明らかとした． 

 

 上記の研究により，Reverse 法を用いた水溶性中分子の鼻から脳への移行経路が定量的

に示された．今後は，本研究で開発した Reverse 法による鼻から脳への分布評価を基盤と

して，実際に中分子ペプチドの体内分布を評価することにより，脳に選択的かつ効果的に

中分子ペプチドを送達する経鼻投与製剤の開発の一助となることが期待される． 

 

 

Fig. 4-1. A schematic diagram showing nose-to-brain route with the Reverse method.  
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