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略語一覧 
API: active pharmaceutical ingredient 

BBB: blood brain barrier 

BCS: biopharmaceutics classification system 

COX: cyclooxygenase 

DDS: drug delivery system 

DMSO: dimethyl sulfoxide  

DSC: differential scanning calorimetry 

ETD: etodolac 

HEPES: 4- (2-hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic acid 

1H-NMR: proton nuclear magnetic resonance 

HPLC: high performance liquid chromatography 

IL: ionic liquids 

IMC: indomethacin 

IR: infrared spectroscopy 

KPF: ketoprofen 

LPS: lipopolysaccharide 

MCC: mucociliary clearance 

MLX: meloxicam 

NSAIDs: non-steroidal anti-inflammatory drugs 

PBS: phosphate-buffered saline 

PG: prostaglandin 

ProOEt: proline ethyl ester 

PRX: piroxicam 

PXRD: powder X-ray diffraction 

 



1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 1 章 
 

緒論 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



2 
 

超高齢化社会下の本国では，難治性の中枢神経系疾患に罹患する患者数は増加傾向に

ある[1] [2]．難治性中枢神経系疾患の多くは，脳内で生じる炎症反応が発症要因の 1 つ

であると考えられており[3] [4]，アルツハイマー病や脳梗塞発症時の脳内において，炎

症性物質であるプロスタグランジン（prostaglandin: PG）E₂やそれを合成する酵素であ

るシクロオキシゲナーゼ（cyclooxygenase: COX）-II タンパクの増加が報告されている

[5] [6]．そのため，炎症反応を抑制する非ステロイド性抗炎症薬（non-steroidal anti-

inflammatory drugs: NSAIDs）が中枢神経系疾患の治療薬として報告されている[7] [8]．

実際に，NSAIDs であるメフェナム酸やインドメタシンの脳室内への投与は，脳梗塞に

おける梗塞体積を約 80%抑制すること[7]，アルツハイマー病ではその病態に深く関与

するアミロイドβタンパク質に対するミクログリア/マクロファージの反応性が低下す

ることがそれぞれ報告されている[8]．しかしながら，脳室内投与は侵襲性が高く，患者

への負担が大きいことから，疾患とは異なる有害事象の発生が懸念される．また，経口

投与あるいは静脈投与などの従来法で投与された NSAIDs の脳移行性は，脳毛細血管内

皮細胞より構成される血液脳関門（blood brain barrier: BBB）により厳格に制限されてい

る[9]．BBB を突破あるいは回避し，NSAIDs のような BBB 非透過性薬物を脳へ送達す

る技術の開発は喫緊の課題であるため，様々な送達技術が検討されている．Yue らは，

グルコーストランスポーター （GLUT1）やナトリウム依存性ビタミン C トランスポー

ターの基質であるグルコースやビタミン C とイブプロフェンを同時に投与しトランス

ポーターを介することで BBB を突破し，イブプロフェンを脳内へ送達した[10]．また，

中枢移行性を改善することを目的に，エタノールアミン構造を導入することでプロドラ

ッグ化したデキシブプロフェンや，BBB 上のペプチド受容体を介したトランスサイト

ーシスを利用するためペプチドを結合したフルルビプロフェンなどが脳内に送達され

ている[11] [12]．しかしながら，プロドラッグ化や受容体基質の修飾はトランスポータ

ーの種類により厳格な立体化学的要件が求められることにより[13]，トランスポーター

と基質間の相互作用を調節する分子メカニズムの解明が事前に必須となる[14]．これら

送達技術による医薬品の開発には時間を要することから，より簡便な送達技術の創出が

求められている． 

近年，BBB 非透過性薬物を脳へ直接送達することのできる投与方法として，BBB を

迂回し脳への直接経路（Nose-to-Brain 経路）の存在が報告される経鼻投与が注目を集め

ている[15] [16] [17]．鼻腔内に投与された医薬品は，嗅粘膜に存在する嗅神経あるいは
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呼吸粘膜に存在する三叉神経の神経周囲腔や血管周囲腔を満たす間質液を介し，脳実質

や脳脊髄液を介して脳へ送達される（Fig. 1）[18] [19] [20]．これまでに，げっ歯類[21]

およびヒトを含む霊長類[22] [23]において，BBB の透過が困難な医薬品が経鼻投与後に

鼻から脳へ移行することが多数報告されている．また，経鼻投与には，肝臓における初

回通過効果の回避，全身性副作用の発現リスクを低下させることに加えて，投与が簡便

で自己投与が可能なことから，患者アドヒアランスの向上などの多数の利点がある．し

かしながら，鼻腔表面には，経鼻投与された薬物を咽頭側へ排泄する生体防御機構の粘

液繊毛クリアランス（mucociliary clearance: MCC）が存在する[24]．そのため，鼻腔表面

における薬物滞留時間が短縮され，鼻粘膜からの薬物吸収量が減少することで薬物のバ

イオアベイラビリティが低下する[25]．また，鼻粘膜組織には嗅粘膜や呼吸粘膜などの

タイトジャンクションにより形成される粘膜バリアが存在する[26]．そのため，Nose-to-

Brain 経路を利用した脳標的経鼻投与製剤の設計では，薬物の鼻粘膜表面における滞留

性の改善ならびに鼻粘膜透過性の付与が必要となる[27]．これらを達成する製剤設計戦

略として，粘膜付着剤や吸収促進剤などの添加が挙げられる[28] [29]．具体的には，経

鼻投与デバイスによる噴霧時には溶液状態で鼻粘膜付着後にゲル化することで高い鼻

腔内滞留性を付与する in-situ ゲル製剤や粘膜透過性や組織移行性の優れる脂質ナノキ

ャリア，ならびにこれらを併用した経鼻投与製剤の設計が報告されている[30] [31]．し

かしながら，ヒトの鼻腔は複雑な構造であり鼻腔内容積が非常に小さいため[32]，鼻腔

に経鼻投与できる製剤量は，液体製剤では 25~200 µL[33]，粉末製剤では最大で 1 回の

噴霧当たり 10~25 mg[34]と，経口投与や注射薬などの投与方法と比較して少量であり，

特に，Nose-to-Brain 経路を介した薬物送達への寄与が大きいと考えられる嗅粘膜に到達

する製剤量は投与量に対して数%であるといわれている[35]．そのため，これら in-situ

ゲル製剤や脂質系ナノキャリアに用いる添加剤の多用は，製剤の薬物含有量を減量し，

嗅粘膜ひいては脳への薬物到達量を低下させることが懸念される．したがって，脳標的

経鼻投与製剤の開発では，様々な製剤特性を併せ持つ製剤材料が有用であると考えられ

る．  

イオン液体（ionic liquids: IL）は，アニオンとカチオンがイオン性相互作用を介して

形成する液状有機塩の総称であり，近年，製剤材料として注目されている．薬物を構成

成分とする IL を設計することで，その薬物の溶解性，粘稠性および熱安定性などの物

理化学的特性の付与や[36] [37]，IL を経皮吸収型製剤とすることで薬物の皮膚透過性を
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改善することが報告されている[38] [39] [40]．これら IL の特徴から，IL を経鼻投与製剤

に適用した場合，他の添加剤を用いることなく製剤に鼻腔内滞留性や鼻粘膜透過性を付

与し，Nose-to-Brain 経路による薬物の効率的な脳送達を達成することが期待できる．し

かしながら，これまでに IL を経鼻投与製剤に適用した報告はほとんどなく，IL が経鼻

投与した薬物の鼻腔内滞留性や脳移行性に及ぼす影響はこれまでに明らかとなってい

ない． 

本研究では，BBB 非透過性であることが知られている NSAIDs の経鼻投与による脳

への送達に ILを適用することの有用性を明らかにすることを目的とした．第 2章では，

NSAIDs と既報のカウンターイオンであるプロリンエチルエステル（proline ethyl ester: 

ProOEt）を用いた新規 IL の調製を試み，その形成可否の判断および NSAIDs の IL 化が

疑似鼻粘液に対する溶解性に及ぼす影響を評価した．第 3 章では，第 2 章で見出した IL

のうち，COX-2 選択性を有するエトドラク（etodolac: ETD）からなる IL について，マ

ウスへの経鼻投与後の脳移行性ならびに脳内炎症モデルマウスへの経鼻投与後におけ

る抗炎症効果を評価することで，IL の脳標的経鼻投与製剤としての有用性について考

察した． 

 

Fig.1 Schematic diagram of nose-to-brain delivery 
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2-1 序論 
近年開発される薬物の多くは難水溶性であり，医薬品有効成分（active pharmaceutical 

ingredient: API）の 40~50%あるいは新規化合物の約 90%を占めている[41]．一般に，経

鼻投与された薬物は鼻粘液に溶解した後に鼻粘膜から速やかに吸収されるのに対して，

鼻粘液に溶けにくい薬物は鼻粘膜から吸収されることなく，MCC により鼻粘液ととも

に咽頭へ排泄される．そのため，難水溶性薬物の経鼻投与製剤の設計では，API の水に

対する溶解性の改善が脳移行性の向上のために必要不可欠である．本研究において脳移

行性の改善を試みる NSAIDs は難水溶性であり，溶解性や膜透過性による薬物の分類

（Biopharmaceutical classification systems: BCS）においてクラス II に分類される．すなわ

ち，優れた膜透過性を有するものの低い溶解性であることから，粘膜からの吸収性を改

善するには薬物の溶解性を改善する必要がある． 

難水溶性薬物の水に対する溶解性改善手法として，これまでに薬物の非晶質化や分子

複合体の設計などが報告されている[42] [43] [44]．非晶質化された薬物は熱力学的に不

安定であり，熱や水分の影響により元の低い溶解度をもつ結晶に戻ることが懸念される

[45]．また，Khan らは，ゾルミトリプタンとニコチンアミドからなる共融混合物を調製

することでゾルミトリプタンの溶解性を改善し，経鼻投与による脳移行性が改善される

ことを報告している[46]．しかしながら，分子複合体を適用した経鼻投与製剤に関する

研究や，鼻表面での溶解性と鼻滞留性を評価した研究は極めて少ない． 

そこで，私は近年ドラッグデリバリーシステム（drug delivery system: DDS）材料とし

て IL に着目した．IL は，一般的な有機溶媒の分子溶媒と比較して独特の物理化学的特

性を備えた溶媒として注目を集めている[47]．また，結晶性薬物において制御が困難な

多型が認められないなど[48]の利点を持ち，元の原薬形態と比較して化学安定性，溶解

性，膜透過性を向上させることが可能である[49] [50]．しかしながら，従来 IL の代表的

な構成成分であるイミダゾリウムやピリジニウムなどは，毒性の高さから医薬品への応

用は難しい[51]．そこで，生体適合性の高いコリンやアミノ酸を構成成分とした IL が近

年報告されている．これらの IL は，従来 IL と同様に，原薬の水に対する溶解性の改善

ならびに皮膚透過性の亢進など，主に経皮製剤としての有用性が報告されている[52] 

[53] [54]．なかでもアミノ酸エステルである ProOEt は，NSAIDs を含有する IL のカウ

ンターイオンとして知られている．Furukawa らは，イブプロフェンと ProOEt からなる

IL は，イブプロフェンの皮膚透過性を改善することに加え，組織学的研究より ProOEt
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の皮膚刺激性はプロリンと同程度であることを報告している[20]．また，Świątek らは，

ナプロキセンと ProOEt からなる IL において，ブタ皮膚の透過性を 2.7 倍から 3.9 倍に

増加させ，その細胞毒性はナプロキセン単体と同等であるため，生体適合性が高いこと

をそれぞれ報告している[55]．これら特徴を持つカウンターイオンの ProOEt を用いる

ことにより，NSAIDs の鼻粘液に対する溶解性を改善する IL を設計することが可能で

ある（Fig. 2）．そこで， 5 種類の NSAIDs と ProOEt を用いた新規 IL をスクリーニング

し，その形成の判断および疑似鼻粘液に対する溶解性を評価した．  

 

Fig. 2 Application of ionic liquid to intranasal administration. 
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2-2 実験方法 
 

1. 使用試薬 

ETD およびピロキシカム（piroxicam: PRX）は富士フィルム和光純薬工業株式会社（大

阪，日本）から購入した．ケトプロフェン（ketoprofen: KPF），インドメタシン

（indomethacin: IMC），メロキシカム（meloxicam: MLX），L-プロリンは東京化成工業株

式会社（東京，日本）から購入した．他の全ての試薬は，試薬特級グレードのものを使

用した． 

（Compound abbreviation, water solubility） 

Fig. 3 Structures of NSAIDs. 

  

Ketoprofen

(KPF，0.40 mM)

Indomethacin

(IMC，0.25 mM)

Etodolac

(ETD，0.40 mM)

Meloxicam

(MLX，0.01 mM)

Piroxicam

(PRX，0.06 mM)
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2. NSAIDs 含有 IL の調製 

ProOEt は scheme 1 の方法により調製した[56]．5 種類の NSAIDs と， ProOEt をモル

比，1:1 となるようにそれぞれ 2 mL ラウンドマイクロチューブに秤量し，温度制御型

振とう機（BSR-TMS-200, 株式会社バイオメディカルサイエンス, 東京, 日本）を用い

て 40℃で 2 時間振とう混合した．1:1 の比率において固体成分の残存が認められた組み

合わせについては，1:5 まで ProOEt の比率を増加し混合した． 

Scheme 1 Preparation method of ProOEt. 

 

3. NASIDs/ProOEt からなる液状混合物のキャラクタリゼーション 

・粉末 X 線回折 （powder X-ray diffraction: PXRD）測定 

PXRD 測定は，Mini-Flex （株式会社リガク，東京, 日本）を使用した．測定は，Cu 

Kα 放射線源を使用し，30 kV の電圧，15 mA の電流，5〜35°の走査角度および 4° min-1 

のスキャン速度にて実施した． 

・示差走査熱量（differential scanning calorimetry: DSC）測定 

各液状混合物の混和性を評価するため，DSC 8230 （株式会社リガク，東京, 日本）

を用いて，液状混合物の DSC 曲線を測定した．各試料約 3 mg をアルミニウム製のシー

ルパンに秤量し，リファレンスとしてアルミニウムパンを同時に測定した．測定温度は，

-5℃～200℃，昇温速度は，5℃/min とした．  

・赤外分光法 （infrared spectroscopy: IR）   

液状混合物における分子間相互作用を評価するため，IR Spirit（島津製作所，京都，

日本）を用いて，液状混合物の IR スペクトルを測定した．測定波長は 400～4000 cm-1，

積算回数 16 回，ATR 法により測定した． 

・ プロトン核磁気共鳴法 （proton nuclear magnetic resonance: 1H-NMR）  

液状混合物における分子間相互作用を評価するため，JNM-ECA500（日本電子株式会

社，東京，日本）を用いて液状混合物の 1H-NMR スペクトルを測定した．試料 3 mg と

内標準物質のテトラメチルシラン（tetramethyl silane: TMS）0.05 %を重クロロホルムに
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溶解して，積算回数 16 回で実施した． 

 

4. 疑似鼻粘液に対する溶解性試験 

疑似鼻粘液は，精製水に塩化ナトリウム 7.45 mg/mL, 塩化カリウム 1.29 mg/mL, 塩

化カルシウム 0.32 mg/mL を溶解し 0.1 mM の塩酸を用いて pH を 5.5 に調整することで

作製した[57]．34℃に加温した疑似鼻粘液に過量の NSAIDs あるいは IL を添加した後，

ローテーター（RotoFlex plus, Cole-Parmer 株式会社，Illinois, USA）を用いて振とうした．

規定時間後にサンプリングした溶液 50 µL を 0.45 µm メンブレンフィルターでろ過した

後，ろ液を当量のメタノールで希釈した．溶解した NSAIDs の定量は，HPLC により実

施した． 

 

5 高速液体クロマトグラフ（high performance liquid chromatography: HPLC）解析 

HPLC システムは，システムコントローラー（LC-Net II/ADC），オートサンプラー（AS-

2055 plus），カラムオーブン（CO-2065 plus），紫外吸光度検出器（UV-2075 plus），デガ

ッサー（DG-1210）およびポンプ（PU-2080 plus）から構成されており，いずれも日本分

光株式会社製（東京，日本）である．測定条件として，移動相は酢酸緩衝溶液（pH 4.0）:

メタノール（35:65 v/v%），カラムは Intertsil ODS-3（150×4.6 mm, 5 µm，GL sciences 株

式会社，東京，日本），ガードカラムは InertSustain C18（4.0×20 mm, 5 µm, GL sciences

株式会社，東京，日本），測定波長は 210 nm（KPF），254 nm（IMC）および 278 nm（ETD）

とし，カラム温度は 40℃とした． 
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2-3 結果・考察 
1. NASIDs/ProOEt からなる液状混合物のスクリーニング 

最初に，ProOEt と IL を形成する NSAIDs の組合せを見出すため，各 NSAIDs と ProOEt

を様々なモル比にて混合し，目視にて混和性を評価した．また，IL と考えられる液状混

合物の得られる組合せについて，各種装置を用いて IL の形成可否を判断した． 

NSAIDs と ProOEt の各モル比における混和性を目視により観察した結果を Table 1 に

示す．KPF では 1:1，IMC では 1:3，ETD では 1:2 のモル比において透明で粘稠な液体

が得られた．これに対して，MLX および PRX ではいずれの比率においても混和が認め

られず，固体成分の残存が認められた．これら残存物について，PXRD により結晶性を

評価したところ，それぞれ MLX や PRX に由来する回折ピークが認められた（Fig. 4）．

PXRD 測定において，結晶構造を有する試料ではその結晶構造に由来する回折パターン，

アモルファスなどの非周期的な分子構造をもつ試料はハロパターンを示す[58]．MLX お

よび PRX は他の 3 種類の NSAIDs と異なり，MLX はチアゾール基（pKa1= 1.09）とエ

ノール性水酸基（pKa2= 4.18）により 2 つの pKa 値を持ち[59]，両性イオン型，アニオ

ン型，カチオン型および酸-エノール型の 4 種類の形態を示すことが報告されている[60]．

IL はカチオンとアニオンの中和反応により形成されるため，pKa の高いチアゾール基

および上記形態の存在により，MLX および PRX の安定なアニオン型の形成に必要な

ProOEt 量が増加することで本検討において実施したモル比率では液状混合物を形成せ

ず，薬物単体の残存が認められたと考えられる．一方で，KPF，IMC および ETD を用

いた場合に得られた液状混合物では，各 NSAIDs の結晶成分は認められず混和性が認め

られたこと，得られた液状混合物が粘稠性を示したことより，これら液状混合物中では，

NASIDs と ProOEt が何らかの相互作用を介して複合体を形成している可能性が示唆さ

れた． 
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Table 1 Miscibility of NSAIDs and ProOEt in each molar ratio. 

〇: 混和した ×: 結晶成分が残存 ―: 未実施 

Molar ratio 

（NSAIDs: ProOEt） 
KPF IMC ETD MLX PRX 

1:1 〇 × × × × 

1:2 － × 〇 × × 

1:3 － 〇 － × × 

1:4 － － － × × 

1:5 － － － × × 
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Fig. 4 PXRD patterns of each NSAIDs alone and mixtures with ProOEt, a）MLX and b）PRX. 
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2. KPF, IMC および ETD からなる液状混合物のキャラクタリゼ―ション 

2.1 KPF/ProOEt 1:1 混合物 

スクリーニングにおいて混和の認められた KPF/ProOEt 1:1 混合物について，IL 形成

の可否を評価するため PXRD，DSC，1H-NMR ならびに IR によりキャラクタリゼ―シ

ョンを実施した（Fig. 5）．KPF と ProOEt のモル比 1:1 の液状混合物は無色透明であり，

その PXRD パターンでは KPF の結晶成分に由来するピークは認められなかった（Fig. 5 

a）．また，DSC 測定では，90°C 付近の KPF の融解に由来する吸熱ピークや，170°C 以

上での ProOEt の分解ピークは認められなかった（Fig. 5 b）．さらに，得られた液体状混

合物中の分子間相互作用を評価するため，1H-NMR スペクトルならびに IR スペクトル

を測定した．液体状混合物の 1H-NMR スペクトルでは，各成分に由来するピークの他に

プロトン化アミンに由来する 6.3 ppm に新たなピークが認められた（Fig. 5 c）．KPF と

アミノ酸エステルから形成される KPF イオンにおいて，4.8 -6.38 ppm 範囲にプロトン

化アミンに由来するスペクトルが見られることが報告されている[61] ．このことから，

本混合物において新たに認められたピークは，イオン化にともない出現するプロトン化

された 2 級アミンによるものであると考えられる．また，IR 測定において，KPF では，

1650 および 1690 cm-¹に分子型カルボニルの伸縮振動に由来するピークが認められ[61] 

[62] ，ProOEt では，アミノ基の伸縮振動に由来するブロードピーク[63]が 3450 cm-¹に

認められた．これに対して，液体状混合物では，1650 cm-1の分子型ケトン由来のピーク

の僅かな高波数側へのシフトおよび 1690 cm-1 の分子型カルボニルによるピークの消失

[62]，3450 cm-1の ProOEt 由来ピークの消失が認められた（Fig. 5 d）．これら 1H-NMR お

よび IR スペクトルの変化は，KPF と ProOEt 間のアミノ基とカルボニル基における新

たな分子間相互作用の形成に起因することが示唆された．これらのことから，KPF と

ProOEt をモル比 1:1 で混和した液状混合物中では IL を形成したと考えられた． 
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Fig. 5 a) PXRD, b) DSC, c) 1H-NMR and d) IR specra of KPF, ProOEt and the liquid-state 

mixture.  
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2.2 IMC/ProOEt 1:3 混合物 

スクリーニングにおいて混和の認められた IMC/ProOEt 1:3 混合物について，IL 形成

の可否を評価するため PXRD，DSC，1H-NMR ならびに IR によりキャラクタリゼ―シ

ョンを実施した（Fig. 6）．IMC と ProOEt のモル比 1:3 の液状混合物は無色透明であり，

その PXRD パターンでは IMC の結晶成分に由来する回折ピークは認められなかった．

（Fig. 6 a）また，DSC 測定においては，160°C 付近の IMC の融解に由来する吸熱ピー

クや，170°C 以上における ProOEt の分解は認められなかった（Fig. 6 b）．また，得られ

た液体状混合物中における分子間相互作用を評価するため，1H-NMR スペクトル，IR ス

ペクトルを測定した．液状混合物中における 1H-NMR スペクトルにおいて，KPF と同

様にプロトン化アミンに由来するスペクトルが 5.9 ppm に新たに認められた（Fig. 6 c）．

さらに，IMC の液状混合物における IR スペクトルでは，単体において認められた 1690 

および 1710 cm-¹の分子型カルボニル二量体ピーク[64]において，1650 cm-¹へのピークシ

フトならびにピーク消失が認められた．これに加えて，ProOEt の 1630 cm-¹におけるア

ミドカルボニル基のピーク[65]が液状混合物のスペクトルにおいて消失した（Fig. 6 d）．

IMC 単体における分子型カルボニルに由来する 2 ピークのうち一方のピーク消失なら

びに低波数側へシフトおよび ProOEt のアミドカルボニルのピークが消失したことから，

IMC の一部のカルボニル基と ProOEt のアミン間において新たに相互作用し，IMC の

COOH が部分的にイオン化され[66] [67] [68]，残りの部分が水素結合を形成したことが

示唆された[69]．また，この水素結合の形成により，IL の形成に要する ProOEt 量が増

加したと考えられた．これらのことから，IMC と ProOEt をモル比 1:3 で混和した液状

混合物中においても，IL の形成が示唆された． 
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Fig. 6 a) PXRD, b) DSC, c) 1H-NMR and d) IR specra of IMC, ProOEt and the liquid-state 

mixture. 
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2.3 ETD/ProOEt 1:2 混合物 

スクリーニングにおいて混和の認められた ETD/ProOEt 1:2 混合物について，IL 形成

の可否を評価するため PXRD，DSC，1H-NMR ならびに IR によりキャラクタリゼ―シ

ョンを実施した（Fig. 7）．ETD と ProOEt のモル比 1:2 の混合物は淡黄色で澄明な液体

であり，その PXRD パターンでは IMC の結晶成分に由来する回折ピークは認められな

かった．（Fig. 7 a）また，DSC 測定においては，150°C 付近の ETD の融解に由来する吸

熱ピークや，ProOEt の分解に由来するスペクトルが消失し，80℃付近に単一のガラス

転移点が認められた（Fig. 7 b）．また，得られた液体状混合物中における分子間相互作

用を評価するため，1H-NMR スペクトル，IR スペクトルを測定したところ，1H-NMR ス

ペクトルにおいて，ETD において認められた 8.6 ppm のシングレットピークが，液体状

混合物では，9.6 ppm へ低磁場シフトした．また，5.3 ppm に新たなブロードピークが認

められた（Fig. 7 c）．低磁場側へのピークシフトは，ETD のカルボキシル基のイオン化

によるプロトン移動によるものであると考えられる[70]．また，新たに認められたブロ

ードピークは，イオン化にともない出現するプロトン化された 2 級アミンによるもので

あると考えられる．さらに，IR 測定において，ETD では 1750 および 3300 cm-1 にそれ

ぞれ分子型カルボキシル基およびカルボン酸ヒドロキシル基の伸縮振動に由来するピ

ーク[71]が認められ，ProOEt では，アミノ基の伸縮振動に由来するブロードピーク[63] 

が 3450 cm-1に認められた．これに対して，液体状混合物では，ETD において認められ

た 3300 cm-1のピーク消失，1750 cm-1付近のピーク強度の減弱および僅かな高波数側へ

のシフト，3450 cm-1 の ProOEt 由来ピークの消失および 1550 cm-1 に新規ピークが認め

られた（Fig. 7 d）．この 1550 cm⁻¹のピークの出現は，ETD のイオン化に由来することが

報告されている[72] ．さらに，分子型カルボニルに由来するピーク強度の減弱およびシ

フトから，水素結合の形成が示唆された．これら IR スペクトルの変化から，液体状混

合物中において ETD は大部分がイオン型として存在し，スペクトルの変化が認められ

た官能基を介して ProOEt との間にイオン結合や水素結合による分子間相互作用を形成

することが示唆された．また，IMC と同様に，水素結合の形成により ETD をイオン化
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させるために必要な ProOEt 量が増加したと考えられる． 

以上の結果から，KPF，IMC および ETD と ProOEt の各モル比率において得られた液

体状混合物中では，NSAIDs のカルボニル基と ProOt のアミノ基間におけるイオン化に

伴う分子間相互作用の変化が認められたことから，IL を形成したことが示唆された． 
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Fig. 7 a) PXRD, b) DSC, c) 1H-NMR and d) IR specra of ETD, ProOEt and the liquid-state 

mixture. 
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3. 疑似鼻粘液に対する溶解性試験 

経鼻投与した薬物が鼻粘膜を透過するためには，鼻粘膜表面を覆う少量の鼻粘液に溶

解する必要がある．鼻粘液に不溶な薬物は鼻粘膜から吸収されることなく，MCC によ

り鼻粘液とともに咽頭側へ排泄される[73]．そのため，水に対する溶解性が極めて低い

NSAIDs は[74]，鼻粘液に溶解することなく MCC により咽頭側へ排泄されることが懸

念される．難水溶性薬物の IL 化は薬物の溶解性を改善することが報告されている[55] ．

そこで，前項にて新たに見出した 3 種類の IL 化した NSAIDs の鼻粘液に対する溶解性

を明らかにするため，各 IL を疑似鼻粘液に添加し溶解した各 NSAIDs 量を経時的に測

定した（Fig. 8）．結晶状態である各 NSAIDs 単体を用いた結果，疑似鼻液への添加 60 分

後に KPF は 0.4 mM，IMC は 0.25 mM および ETD は 0.4 mM とこれまでに報告される

各薬物の溶解度に到達し[75]，その飽和状態は添加 120 分後まで維持された．これに対

して，各 NSAIDs からなる IL では，疑似鼻粘液への添加直後から NSAIDs の顕著な薬

物濃度の増加が認められ，KPF では 115.2 mM，IMC では 124.5 mM，ETD では 194.5 mM

であった．また，各 NDSIDs の溶解性の改善は試験開始 120 分後まで持続した．NSAIDs

からなる塩の溶解度は，15.1 mM から 510 mM の範囲である[76]ことからも，本試験に

おける溶解性の改善は各 NSAIDs のイオン化に起因するものと考えられた．以上の結果

より，KPF，IMC および ETD の ProOEt によるイオン化は，各薬物の疑似鼻粘液に対す

る溶解性を顕著に改善することが明らかになった．また，MCC は，経鼻投与された薬

物の 90%以上を投与後 120分までに咽頭へ排泄する[77] [78]．そのため，3種類のNSAIDs

からなる IL は，いずれも MCC により咽頭側に排泄されるまでの間，鼻粘膜表面にお

ける鼻粘液中に NSAIDs の高濃度層を形成ならびに維持することが示唆された．鼻粘液

に対する溶解性が改善された 3 種類の NSAIDs は BSC クラス II に分類され，単純拡散

により粘膜の透過性は良好である[79]．したがって，IL 化により溶解性が改善した KPF，

IMC および ETD を経鼻投与する場合，鼻粘膜透過性の向上に伴う鼻から脳への薬物送

達の向上が期待される． 
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Fig. 8 Solubility test of a） KPF, b） IMC and c） ETD in the simulated nasal fluid （pH 5.5） at 34°C. （Mean ± S.D., n = 3）
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2-4 小括 
経鼻投与による NSAIDs の効率的な脳送達性を達成する製剤設計のため，5 種類の

NSAIDs と既報カウンターイオンの ProOEt を用いて，鼻腔内滞留性ならびに優れた鼻粘

液に対する溶解性を併せもつことが期待される新たな IL のスクリーニングを実施した．

そのなかで IL の形成が認められた組合せについて，疑似鼻粘液に対する溶解挙動を評価

した．その結果，KPF，IMC，ETD の 3 種類の NSAIDs が ProOEt とイオン結合を主とし

た分子間相互作用を介して粘稠性の新たな IL を形成することを見出した．また，これら

NSAIDs は，IL 化により疑似鼻粘液に対する溶解性が顕著に向上し，添加 120 分後まで鼻

粘液層に NSAIDs の高濃度層を形成することが示唆された．以上より，3 種類の NSAIDs

からなる IL は，その粘稠性による鼻腔内滞留性の改善ならびに鼻粘膜表面における薬物

高濃度層の形成に起因する鼻粘膜透過性の向上により，NSAIDs を鼻から脳へ効率的に送

達することが期待される． 
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3-1 序論 
経鼻投与における脳への薬物送達には，MCC による薬物の排泄を抑制するために製剤

に鼻腔内滞留性を付与することが有用である[80]．MCC による薬物排泄は二相性クリア

ランスを示すことが報告されており，第 1 段階は 15~20 分で投与量の約 50%が呼吸粘膜

上から排泄され，第 2 段階はより緩徐に繊毛のない前庭領域および前中隔領域に沈着し

た薬物が排泄されて消化管側へ移行する[81]．in situ ゲルの利用は，MCC を抑制するこ

とで鼻腔内における滞留性を改善し，経鼻投与された薬物のバイオアベイラビリティを

向上させる[82] [83] [84]．同様に，鼻腔内滞留性の付与により鼻から脳への移行性の改善

された薬物による中枢神経系疾患に対する治療例も多数報告されており，NSAIDs による

脳内の炎症反応における COX 阻害もその 1 つである．COX はアラキドン酸カスケード

においてアラキドン酸から生成される様々な PG の前駆体である PGH₂への変換を触媒す

る酵素である[85]．PG は様々な組織，細胞において炎症，発熱，痛みの調節因子として

作用し[85]，特に PGE₂は，PGH₂がミクロソーム PGE₂合成酵素-1 により PGE₂に変換され

ることで産生され[86]，中枢においては神経の炎症や編成に関与し，胃や腎においては粘

膜保護に関与することが報告されている[87]．そのため，炎症部位における PGE₂を選択

的に抑制することが脳内における炎症反応を治療するための治療戦略として期待されて

いる[88]．また，COX には COX-1 および COX-2 の 2 つのアイソザイムが存在する[89] 

[90]．COX-1 は胃腸粘膜等の体内におけるほとんどの組織において恒常的に発現しており

[91]，COX-1 が阻害されることで胃腸障害や腎障害のリスクとなり得る[92]．それに対し

て，COX-2 は炎症部位において誘導されることで発現し，炎症部位周辺における PGE₂を

産生する[93]．したがって，中枢神経系疾患の治療においては COX-2 選択性を有する

NSAIDs の炎症部位へ効率よく送達することにより，全身性副作用を抑えながら中枢にお

ける抗炎症効果を発揮することが期待される． 

これまでに，中枢を標的とした経鼻投与製剤について，鼻腔内滞留性や投与した薬物に

よる治療効果が評価されてきた．しかしながら，鼻腔内滞留性は製剤のレオロジー特性や

実験動物の摘出鼻粘膜に対する付着力などによる間接的な方法により評価され，鼻粘膜

に滞留した製剤量を測定した報告例は少ない．また，IL のような分子複合体を含有する

経鼻投与製剤における鼻腔表面への薬物の滞留性を評価した報告やこれによる治療効果

に関する報告はほとんどない．そこで，第 2 章において IL の形成が認められた 3 種類の
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NSAIDs のうち，COX-2 選択性を有する ETD の IL を経鼻投与し[94] [95]，IL 化が ETD の

鼻腔内滞留性，脳移行性ならびに脳内炎症モデルにおける脳内 PGE₂抑制効果に及ぼす影

響を評価した． 
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3-2 実験方法 
1. ETD 単体ならびに ETD 含有 IL を用いた投与溶液の調製とその粘度測定 

ETD および ProOEt から調製した IL 100 mg を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]ethane sulfonic acid: HEPES）緩衝液 100 µL に

溶解して，IL 溶液とした．対照の投与液として，50 mg の ETD を 200 µL のジメチルスル

ホキシド（dimethyl sulfoxide: DMSO）および 100 µL の HEPES 緩衝液に溶解し，ETD 溶

液を調製した．IL 溶液 および ETD 溶液の 34℃における見かけ粘度を音叉振動型粘度

計（SV-10，A&D Co. Ltd.，東京，日本）により測定した． 

 

2. 実験動物 

実験動物である ddY マウスを用いた動物実験は，日本大学動物実験委員会の承認

（AP20PHA022–1）を受けた後に実施した．4 週齢の ddY マウス（雄性）を日本エスエル

シー株式会社（静岡，日本）より購入した．ddY マウスは，少なくとも 3 日間の予備飼育

の後，体重 25～35 g に到達したマウスを実験に使用した[78]．なお，実験動物は制御され

た条件下（温度 23±1°C、相対湿度 50±10%，12 時間の明暗サイクル（照明点灯時間午

前 8 時～午後 8 時））で飼育し，飼料および水を自由に摂取できるようにした． 

 

3. 経鼻投与 

イソフルラン（導入 4%，維持 2%）吸入麻酔下のマウスの鼻部を，経鼻投与用麻酔マ

スク（SN-487-70-09，シナノ製作所，東京，日本）で覆った．マスクのシリコン栓を開け

た後，マイクロピペットを用いて，マウスの左右の鼻孔に IL 溶液または ETD 溶液（ETD

として 1.67 mg）を 1 分間隔で 8 回に分けて投与した．投与液は，マイクロチップの先端

からの液滴を鼻腔付近に近づけ，マウスの自発呼吸に合わせて投与した． 

 

4. 各組織中 ETD 量の測定 

経鼻投与後の規定時間において，心臓から血液試料を採取後，リン酸緩衝生理食塩液

（phosphate buffered saline: PBS）による全身の還流した後にマウス頭部を断頭し，鼻粘膜，

脳，食道，胃および小腸を摘出した．得られた血液試料 0.5 mL にメタノール 1 mL を加

えて遠心分離し，上清を得た．脳，食道，胃および小腸の組織サンプルは，精製水 4 mL
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を含む遠心管内で 55℃，2 時間撹拌することによりホモジナイズした．ホモジナイズし

た組織懸濁液にメタノール 8 mL を加えてボルテックスミキサーで混合し，3000 rpm で

15 分間遠心分離することにより懸濁液から薬物抽出液を得た．また，鼻粘膜表面に残存

する ETD 量を測定するため，摘出した鼻腔の鼻孔側から咽頭側に精製水 500 µL を 15 回

繰り返し流すことで，鼻粘膜洗浄液を得た．薬物抽出液および鼻粘膜洗浄液中の ETD 濃

度は，サンプルを 0.45 µm のメンブランフィルターでろ過した後，HPLCにより定量した．

組織移行性（ID%）は，次式を用いて，投与量に対する各組織に分布した薬物の量から計

算した． 

𝐼𝐷 % =
ETD concentration in the samples

ETD concentration in the solutions
 

 

4. リポ多糖類（lipopolysaccharide: LPS）誘発性脳内炎症モデルマウスにおける脳内 PGE₂

量の測定 

LPS 誘発脳内炎症モデルマウスは， LPS（Sigma-Aldrich Co., Wisconsin, USA）を，初

回用量として 4 mg/kg，維持用量として 0.5 mg/kg を 3 日間連日マウスに腹腔内投与する

ことによって作成した[96]．LPS 投与終了から 24 時間後に IL または ETD 溶液を鼻腔内

に投与し，60 分静置後に断頭した．脳抽出液は，3 と同様に精製水 1 mL を用いて抽出し

た．脳抽出液中の PGE₂の量は，Prostaglandin E₂ Express ELISA キット（Cayman Chemical，

Michigan, USA）により定量した．コントロール群には，LPS 処置マウスに対して，いず

れの投与液の投与も行わなかった． 

 

5. 統計解析 

統計解析はソフトウェア JMP®14.2（SAS Institute Japan Co., Ltd., 東京，日本）を使用し

た．結果は平均値±標準誤差として表している．Student’s t-test（t-test）を使用して，2 群

間の平均値の差の優位性を評価した．また，多群間における平均間の差の有意性は，一元

配置分散分析（ANOVA）に続いて，Tukey-Kramer’s HSD test により決定した．p < 0.05 の

時，統計的有意性を示すこととした．  
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3-3 結果・考察 
1. 各投与液の粘度測定 

第 2 章において新たに見出した IL のうち，最も溶解性が改善されかつ炎症を特異的に

抑制することが期待される COX-2 選択性 NSAIDs の ETD 含有 IL について，脳を標的と

した経鼻投与製剤としての有用性を評価した．最初に，ETD 含有 IL からなる投与液の鼻

腔内温度の 34℃での粘度を測定した（Table 2）．その結果，ETD 溶液と比較して，IL 溶

液の粘度は約 2 倍に増加した．これより， ETD の IL 化は，粘膜付着剤の添加した場合

と同様に，ETD の鼻腔内滞留性を改善する可能性が示唆された． 
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Table 2 Viscosity of administered solutions at 34°C. 

Samples Viscosity （mPa･s） 

ETD solution 7.7 

IL solution 16.5 
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2. 経鼻投与後における ETD の組織分布 

投与液の増粘により ETD の鼻腔内滞留性の改善が期待される ETD 含有 IL について，

その投与液をマウスに経鼻投与し，ETD の鼻腔内滞留性ならびに脳をはじめとした各組

織への移行性について評価した（Fig. 9）．その結果，IL 溶液の鼻腔表面における ETD 量

は投与後 60 分まで ETD 溶液より有意に高く，最大で 2 倍の値を示した（Fig. 9 a）．また，

IL 溶液の脳内の ETD 量は投与 30 分後に最大値を示した（Fig. 9 b）．その値は ETD 溶液

の約 7 倍に相当し，IL 溶液における脳内 ETD 量はいずれの時点においても ETD 溶液よ

りも有意に高い値だった．ETD は BCS 分類においてクラス II（溶解性が低く，膜透過性

が高い）に分類される[97] [98]．クラス II に分類される医薬品のバイオアベイラビリティ

を向上させるための一般的な製剤戦略として，粘膜表面における溶解性を改善させる必

要がある[99]．前章において，IL 化により ETD の鼻粘液に対する溶解性が改善されるこ

とが明らかとなったため，IL 溶液の経鼻投与後において，鼻腔表面に ETD の高濃度相を

形成したことにより，鼻腔粘膜の内外で薬物濃度勾配が生じ鼻粘膜透過性を向上したも

のと考えられる．続いて，MCC による鼻腔から消化管への排泄を評価するため，経鼻投

与後における鼻腔や咽頭からの排泄先である消化管あるいは血中への ETD 移行量につい

て評価した（Fig. 10）．咽頭からつながる食道および胃では，IL 溶液と比べて，投与 30 分

後まで ETD 溶液が 2 倍以上高い値を示し，60 分後に IL 溶液と同等の値となった（Fig. 10 

a）．投与 90 分後には，胃の ETD 濃度は IL 溶液において高くなった（Fig. 10 b）．また，

小腸では投与後 15 分において各溶液間に有意な差は認められず，投与後 30 分では ETD

溶液が高値，60 分後には再び同程度の値を示した（Fig. 10 c）．さらに，血中における ETD

濃度は投与後 15 分では IL 溶液，30 分では ETD 溶液がそれぞれ有意に高い値を示し，以

降は同程度であった（Fig. 10 d）．経鼻投与された薬物が，MCC により鼻腔より速やかに

排泄されると，薬物の脳移行性は低下する[100]．IL 溶液では，その粘度の高さから消化

管側へ排泄される ETD 量が低下したことが示唆された．一方で，粘度の低い ETD 溶液で

は，MCC により速やかに排泄され消化管での分布量が増加したと考えられた．また，消

化管移行は IL 化により遅延し，血中移行は投与後 30 分で向上することが示唆された．

なお，本検討における投与容量は IL 溶液で 3.34 µL，ETD 溶液で 10 µL であり，マウス

鼻腔容量である 30 µL よりも少ないため[101]，投与した投与液は咽頭側へ漏れ出ること

はないと考えられる．また，投与容量の増加により，鼻腔内滞留性が向上することがこれ
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までに報告されている[20]．本検討では，IL 溶液投与群の方が少ない容量で投与されてい

るにも関わらず，高い鼻腔内滞留性を示したため，投与容量の違いによる影響はなかった

と考えられる． 

以上より，IL 溶液はその高い粘度により鼻腔内滞留性を向上し，鼻粘膜上の鼻粘液に

多量に溶解した ETD が鼻粘膜を透過することで，ETD の脳への移行性が増加することが

示唆された．同時に，消化管を介した全身循環への ETD の移行も抑制され，効率的に経

鼻投与された薬物が効率的に脳へ移行するものと考えられた． 
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Fig. 9 Time course of the ID% of ETD in the （a） nasal cavity and （b） brain after intranasal 

administration. The open and closed circles indicate the ETD solution and IL solution, respectively 

（Mean ± S.E. （n = 10）, **p < 0.01 *p < 0.05 （t-test））. 
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Fig. 10 Distribution of ETD in the（a）esophagus,（b）stomach, （c）small intestine, （d）

plasma small intestine after intranasal administration. The open and closed circles indicate the 

ETD solution and IL solution, respectively （Mean ± S.E. （n = 8–10）, **p < 0.01, *p < 0.05 

（t-test） 
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3. 脳内炎症モデルマウスにおける抗炎症効果 

IL 化した ETD による脳内炎の抗炎症効果を明らかにするため，LPS 誘発性脳内炎症

モデルマウスに対して ETD 含有 IL を経鼻投与することにより，炎症性マーカーの 1 つ

である脳内 PGE₂産生に及ぼす影響を評価した（Fig. 11）．その結果，ETD 溶液を投与し

た群では薬物を経鼻投与しない未治療群との間に有意な差が認められなかったのに対

して，ETD 含有 IL を投与した群では，モデルマウス脳内の PGE₂量が未治療群と比較し

て，約 40%まで有意に減少した．脳内では，PGE₂が誘導されるとミクログリアが活性化

し，ケモカインおよびサイトカインが放出され，脳内の炎症を引き起こす[88]， PGE₂は

アラキドン酸カスケードの末端生成物であり，炎症時には COX-2 が本カスケードの律

速酵素となることが知られている[102]．ETD は COX-2 を阻害することにより，PGE₂の

産生を抑制し抗炎症作用を示す[103] [104]．したがって，IL 化した ETD を経鼻投与し

たことで，抗炎症効果を期待できる ETD 量を脳内に送達できる可能性が示唆された． 
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Fig. 11 Inhibition of LPS-induced PGE2 by an intranasal administration of the IL solution. 

Each column represents the mean ± S.E. （n = 5）. ⁎⁎⁎p < 0.001, ⁎⁎p < 0.01, n.s. p > 0.05, 

analysis of variance （ANOVA） with Tukey–Kramer's HSD test.   
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3-4 小括 
ETD を含有する IL の経鼻投与が，ETD の鼻腔内滞留性，脳移行性の改善を示す有用

な経鼻投与製剤となるかを明らかとするため，投与液の粘度ならびにマウスに対する経

鼻投与後における鼻腔内滞留性，脳移行性および脳内 PGE₂産生抑制効果を評価した． 

その結果，ETD 溶液と比較して，IL 化した ETD では投与液の粘度が約 2 倍に増粘した

ことより，経鼻投与後の鼻腔内滞留性が増加したと考えられた．これにともない，経鼻投与

後の ETD の脳移行性が改善し，脳内炎症モデルマウスの脳内における PGE₂量を有意に低下

させることを明らかとした．これらのことから，ETD を含有する IL の経鼻投与が，ETD

の鼻腔内滞留性，脳移行性を改善する有用な経鼻投与製剤となることが明らかとなった． 
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本研究では， NSAIDs の経鼻投与による脳への送達に IL を適用することの有

用性を明らかにすることを目的とし，NSAIDs の IL 化による鼻粘液への溶解性

への影響と IL 化した NSAIDs の経鼻投与後における鼻腔内滞留性，脳移行性な

らびに脳内炎症モデルマウスにおける脳内 PGE₂の抑制効果について検討し，以

下の知見を得た． 

 

1. 3 種類（KPF，IMC および ETD）の NSAIDs と ProOEt とのそれぞれの液

状混合物中において IL の形成が示唆され，疑似鼻粘液に対する各 NSAIDs の溶

解性が著しく改善されることを明らかにした． 

 

2. IL 化した ETD の経鼻投与は薬物の鼻腔内滞留性の改善にともない，脳

内炎症を抑制するために必要な ETD 量を脳内へ送達できることが示唆された． 

 

 上記の研究より，脳標的経鼻投与製剤の開発への IL の適用は Nose-to-Brain 経

路による効率的な脳移行性に必要不可欠な製剤特性を付与できることが明らか

となった．今後，医薬品有効成分の IL は脳を標的とする経鼻投与製剤の開発に

おいて価値のある製剤材料の 1 つになることが期待される．  
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