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Summary: A quartz crystal microbalance was tested and evaluated f'or a rapid 
measuring method of permeation of indomethacin as a model drug through a skin 
membrane. A cultured dermal membrane (Living Dermal Model, LDM) was set 
between two half'-cells of a diffTrsion cell set. The chamber facing the upper surface 

of the model membrane contained indomethacin in ethanol (5 mg/mL) as a drug 
donor and the other 10c,fc' ethanol as a receiver. The quartz crystal adsorbed with 

dimethyl distealyl ammonium chloride was set into the receiver chamber to deter-
mine the time course of the LDM permeation of indoinethacin by the decrease in 
vibration numbers of the quartz crystal. Separately, the skin permeation was deter-

mined by HPLC. Although the cumulative amount of indomethacin permeation 
determined by the quartz crystal microbalance method was slightly lower than that 
by. HPLC, the steady state flux was almost the same. The difference in the initial 
permeation profiles was due to a short lag time before a constant vibration number 
of the quartz crystal was achieved. The time course of change in vibration numbers 

in a constant concentration of indomethacin solution was expressed by a simple 
equation. Deconvolution was used to correct the skin permeation profile. The cor-
rected one was very close t,o that by HPLC, suggesting" that this quartz crystal 
microbalance can be used to rapidly obtain the membrane permeation profiles of 
drugs . 

Keywords: in, vitro skin permeation; rapid measuring method; quartz crystal 
microbalance; deconvolution 
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含成連度や薬理活性評価逮度に此して亨薬物の消化管吸収や代謝の評価連度，さらにはそれに続く製

剤化遼度が遅く，これらが新薬闘発の穣逮段階となっている．また，皮臓適周薬の闘発に関しても経

口薬と異なるHTSシステムの確立が急がれ，特に、薬物の皮膚透過性を迅遼に評価する方法を確立

することが急務と思われる．薬物の皮腐透遇性は消化管吸収性などに比較して著しく運く，したがっ

て，皮臓の透遇性を今までより短跨閥で評価できれば亨度臓遼用薬の全体の開発時閥も著しく短繍で

きる可能性が増す．我々は，このような考え方に墓づき，すでに三次元培養ヒト皮臓モデル（L｛yi狐g

Sk｛鴛的ui惚王8n亡：LSE）を用いて種々薬物の透遇実験を行い，LSE透遇性がラットやヒト皮膚透遇

性より約五〇～20借も遼いため章LSEを用いることによって遼くかつ商い禍関性をもってヒト皮臓

透遇挫を評価できることを鞭沓した婁）．しかし，薬物濃慶1の測定には従来と岡様H肌Cを用いたた

め，透遇実験跨閥を短繍することができても，薬物濃度測定時間は変わらず，この部分が全体の皮臓

透遇評倣遇穫の律速段階になった．

　そこで今腫1、薬物の皮庸透過惟を評価するときの薬物濃度測定時閥を短繍するため，エレクトロニ

クスの分野でマイクロバランスとして知られている水晶発振子に着国した3＝㌧すなわち，水脇発振子

の電極上を脂質膜で被稜し、これを薬物溶液巾に浸せば享薬物分子が被覆した脂質に吸着し。吸潜鐙

に応じて水繊発振子の振動数が滅少する．水晶発振子マイクロバランスは，この原理を利用して匂い

や替味分予の測定センサーとしてすでに実棚化されている．今固は，薬物の皮庸透過に用いる拡散セ

ルのレシーバ側に水晶発振子マイクロバランスをセットして，薬物の皮庸透遇鐙を迅遼に定盤できる

かを評価した．なお，本実験では享モデル皮臓膜として薬物透遇性が良好で再現性にも優れた培養ヒ

ト真皮モデル、L三vh竃D町㎜副Moω（LDM）登）を，モデル薬物としてインドメタシンを踊いた．

案　　験　　の　　部

　て．試　　　薬

　インドメタシンは和光純薬二工二薬株武会祉（大阪）から購入した．水最発振子の電極に鮎りつける脂

質には塩化ジメチルジステアー）ルアンモニウム（東京化成工業株式会社，東京）を用いた．また，ポ

リスチレンスルホン酸はシグマ社（S志．Louis，MO，USA）から鱗入した．その他の試薬と溶媒は

HPLC用もしくは特級品をそのまま精製せずに燭いた．

　2．材　　　料

　LDM婁）は東洋紡織株武会杜（大阪）から供与された。LDMはヒト幽来の繊維芽細胞をコラーゲ

ンゲルに包塊して作成された真皮膜でオ腹管系や汗腺は存在しない．

　3．においセンサー

　水晶発振平（9M脆）を有するにおいセンサー（SH05W，棚互薬工，東京）をインドメタシン

の定簸に用いた．まず、塩化ジメチルジステアリルアンモニウムとポリスチレンスルホン駿からなる

1：五ポリイオンコンブレックスをOkah銚＆の方法によって調製し遂），これをクロロホルムに溶かし

（3．33mg／㎜L），その約3叫をマイクロシリンジを用いて水晶発振子の電極上に被覆した．なお，正

確な脂質被覆鐙は，被覆前後の水縞発振予の振動数差から討算して求めた．

　4。インドメタシンの吸着案験

　ビーカーに10％エタノールを30遺止を入れ，そこに水繍発振予をセットした．その模式鰯をF主g．

1に示す．振動数変化が安定した後，五〇〇％エタノールに溶かしたインドメタシン（δI㎜g／㎜L）2δ宝

50，100，五δOそして200終Lをそれぞれ滴下し（インドメタシン濃度に換算すると4．ヱ7，8，33，

16，67，25．O，33．3μ墨／遡Lとなる）、経時的に振動数変化を記録した．なお，ビーカー内は37℃に保

ち，マグネティックスターラー（マルチスターラーMC－30！，サイニクス，東京）により撹絆子を
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た，水縞発振子はレシーバ溶媒である10％エタノール申にセットした．両セル内はスターヘッド型

撹枠予をマグネティックスターラーにより！言200rpエ皿で固転させることで撹枠した．その模式図を

Fig．2に示す．インドメタシンの皮臓透遇量は水縞発振子の振動数変化から算船した．また，水晶発

振平をセットせずに岡様な透過実験を行い，この場含は，緩時酌にレシーバ側からO．δ狐Lサンプリ

ングし，実験を継続するため10偽エタノールを扉した．採取したレシーバ溶液申のインドメタシン

濃度はHPLCを用いて測定した．

　6。牌LCによるインドメタシンの定蚤法

　インドメタシンを含むレシーバ溶液に内部標準物質のダヒドロキシ安息番酸エチル／10％エタノ

ール溶液（五〇μg／㎜L）を1：五で混和し，その20終LをHPLCシステム（送液ユニット：LC一

ユOATW（島津製作所、京都）葦検壮勝：SPD一ユOATW（島津製作所）、レコーダー：CR－5A（島灘製

作所），カラムオーブン：CT040ASvp（島津製作所）亨オートインジヱクター：S工Lヱ0AD叩（廃

津製作所）、カラム：h鮒ts三ユODS2，遂．6×250皿脳（GL　Sc始篶c鎚，東京））に注入した．なお，移

動棚はメタノール：O．1％リン酸螢8：2，吸収波長は262篶狐，また流遼は又㎜L／㎜inとした．そ

の他HPLC条件の詳細は既轍によった魯）．

結　　　　　　　果

て、インドメタシンの水晶発振子への吸着

種々濃度のインドメタシンを含む！0％エタノール申に水晶発振子を入れ盲水鳳発振子の振動数変
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化（〃，脆）を調べた．Fig．3にインドメタシンの吸着による水騒発振予の振動数の滅少幽線を示す．

滅少幽線は適用したインドメタシン濃度を増加するに従い大きく変動したが，すべての適用濃度にお

いて約遜O独量泌で一一定値となった．すなわち，バルク溶媒である！0％エタノールと水晶発振予に被

覆した脂質（塩化ジメチルジステアリルアンモニウム）閲でインドメタシンの分配が平衡になるのに

約40独in要したと考えられた．そこで，振動数変化巫と時閥まとの関係を調べたところ，試験し

たすべての濃度においてほぼ次武の関係がみられた．

∬竈A（1一〆ξ） （1）

　ここで，Aは定常状態時の振動数変化鐙，為は一次連度定数である．庵はすべてのインドメタシン

濃度においてほぼ等しく約O．08狐iガ1であった．

　さらに，60醐in後の〃を定常状態時の値，Aとし，これと10％ユタノール申のインドメタシン

濃度（確認のためHPLCを用いて測定）との関係を調べた．その精果をFig．如に示す．また，Fig．

如に示した各点は水属発振子に付着させた嫡質（塩化ジメチルジステアリルァンモニウム）鐙がわ

ずかに異なっていたので，膜脂質量で補正をした振動数変化についても調べた．緒果をFig．4bに示

す．インドメタシン濃度（遂．2～33．3μg／独L）と振動数変化の関係の欄関係数はF塘．細，bに示した

データでそれぞれO．959，O．977であった．また葦インドメタシン濃度が商いとき梱関惟が悪くなる傾

向にあったので，4．2から2δ終g／狐L閥で梱閥係数を求めると，Fig．幽，bでそれぞれO．982享O．998

であった．

　以上より，膜脂質鐙で禰正した振動数変化量とインドメタシン濃度（4．2～2δ．O終g／独L）が比例す

ることがわかった．そこで，以後はチこの範鰯内で検量線が成り立つものとしてインドメタシン濃度

を求めることとした，

　2．インドメタシンの皮膚透遇性

　次にインドメタシンのLDM透遇性を拡散セルを用いて調べた．なお，実験を2種類行い，…方は

水品発振予で，もう一‘方はHPLCでインドメタシンの膜透遇量を測定した．Fi露．5にインドメタシ
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ンのLDM累積透遇一時閥胸線を示す．水鼎発振予で評棚した薬物の膜透遇鐙（図△）をHPLCの

値（○）と此較したところ壷累積透遇最は異なるものの定常状態透遇速度はほぼ等しかった。なお，

水縞発振予の60分以内のデータでは，検量線域より低いインドメタシン濃度であった．

　水晶発振子で求めた累積透遇鐙が低い原因について考察したところ，Fi墨．3に示したように，水晶

発振子の振動数滅少盤が一定になるのに王ag虹㎜⑧が存在するためと恩われた．そこで，水騒発娠子

で渕定した累積皮臓透過量データ（Qオ（ま））と式1を用いて，デコンボリューシ蟹ン6）により真の累

穣皮廠透過簸Q（宕）を求めた．なお，Q’（彦）とQ（考）の関係は次式で示される．

㈹一∫lQ（θ）（1一・拙））棚 （2）

補正した緒果Q（ま）をF塘．δ（ム）に示す．図から明らかなように，Q（差）はHPLCで測定した値

とほぽ等しくなった．

考　　　　　　　察

　水晶発振予マイクロバランスは空気中や溶液申の匂いや苦味物質の鐙を測定するのに使用されてい

る．水繊発振子を用いる利点は測定跨閥が短く（数分）、前処理の必要がないことである．

　我々は，まず，水晶発振子の電極上に吸着したインドメタシン量とその時のサンプル巾インドメタ

シン濃度との関係を検討した．その繍果，インドメタシン濃度に依存して振動数の滅少度が大きくな

った（Fig，3）．特に，電極に付潜させた脂質盤あたりに換算すると，振動数滅少度はインドメタシン

濃渡1（4．2～2δ．叫昭加L）に此例した（F喜逸）．しかし，33．3μ蟹／醐Lでは直線性が得られなかった．

この燦鰯についてはまだはっきりしていない．

　一方亨Ok出就＆は匂い物質の場合には水晶発振平に付着させた膜厚の増加と共に吸着鐙も増大し

たが，昔み物質は膜厚には依存しなかったと轍沓している3）．これは，匂い物質は膜の内郡まで分配

するが，薔味物質は表面のみに分配したためであるとしている．インドメタシンではその濃度と振動

数の棚関性が脂質鐙で補正することで良くなったことから，この薬物は脂質表繭だけでなく深部にま
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で分布することが示唆された。遼常，皮臓適用する薬物は脂溶性物質が多く，水晶発振子マイクロバ

ランスはこのような脂溶性薬物の定量に応用しやすいものと思われた．

　Fig．3に示したように，インドメタシン溶液に水晶発振子を浸したとき，一定の振動数滅少が得ら

れるまで数十分必要とした．動物やヒト皮庸は薬物の拡散抵抗が商いため享一般に数時間から数十時

閲の透過実験時閥を要す．このような場含では亨…一定の振動数滅少が得られるまでの王agもi皿eはほ

ぼ無槻できる．しかし，迅速評価のために培養皮臓等を燭いた場含では膜透遇性が遼いために，数十

分の王昭ti㎜⑧でも間魑になる．

　今圃，この欠点を解消するためデコンボリューシ蟹ンを用いた．また，デコンボリューシ蟹ンを行

う際に用いる水総発振予の振動数滅少一時閥1鋤線に関しては式五によって簡瞭に表現できた．なお，

Fig．3のデータをていねいに観察すると，最初の工分以内は振動数滅少がほとんど兇られないことが

わかる。しかし，この時閥が膜透過時閥に比べて極めて短いため，今固の計算式ではこの部分を無槻

した．

　さらに，モデル薬物として脂溶性のインドメタシン以外にも，水溶性のアンチピリンや一硝酸イソ

ソルビドを水脇発振子で定量したが，測定感度が悪かった（データは示していない）．水溶性薬物で

は水晶発振子に付着させる脂質の種類について今後検討する必要があろう．

　また皇今固使用した水晶発振予では低濃度（約外喝／㎜L以下）のインドメタシンを検脳するとこ

とができなかったため，ドナー側にインドメタシンのヱタノール溶液を用いて膜透遇速度を促進させ

た（レシーバに10％エタノールを用いたのはシンク条件を確保するためである）．しかし，測定値

Q’（ま）はHPLCの値より低くなった．この低感度に関する間題は，商赫質の水晶発振子（27M腕）

を用いることで解決できると思われる？）．

　以上ラ改善する余地は残されているものの，水縞発振子は，C＆co－28），Cah－39）讐さらにはLSE

等の培養組織膜の利用と並んで，生体膜透過性評価の有周な方法となることが期待できるものと推察

された．

　謝辞　本研究の一部は文都省科学研究費（09672286）の援助によるものである．また，研究を手

伝って頂いた城酉大学薬学部・北村敏彦氏に感謝します．

引　　周　　文　　献

1）M．H．丁狐bit，J．跳r狐搬，High地r㎝ghp砒＆P阿o＆ch鎚£o㍑y＆豆u＆毛i篶g曲s鮒p斌on，dis虹ib篶tion，

　王泌銚地o1豆§醐＆篶d跳c舵t三◎R　prop般も三鵠ぱ王鰍d　co㎜p◎泌篶ds、α〃汽0p加．C伽猟、11書わZ．，姦言遂u一灯6（五998）．

2）T．W銚鋤＆b8，T，H搬騨榊，H．伽k油鑓㎞，T．工shib鑓拙，K，丁放＆ya㎜級，K．S噂b＆y鯛｝）i，U舳ty　of伽

　曲搬一di鵬鵬i◎亘凋王c篶王t泌e舳泌泌湖パk虹㎜ode玉鵬＆too玉to亀惚王脇も琶銚n脾醐eaも三〇篶ofdr㎎s，A伽閉．

　A1亘主η王αZγε8久亙父ρ．言7，五一五4（200五）．

3）岡畑恵雄，二分予膜被覆水親発娠子を周いた匂い物質や苦味物質のセンシング，生物物理，28，14（1988）．

4）Y．Ok獄h就＆宝Lipid　b主油yer－c破k記c＆p顯王e㎜e搬b焔孤e§．Rew鵡ibk，si狐出寸ec即tiw　p鮒㎜eaもion　co砒ro王，

　ノしcc．Cみ蟹㎜．1言ε8．，工9，δ7－63（1986）．

5）Y．Ml◎王づ測oもc，T．H銚＆泌濠k駁，K　Su夢b即鎚hi，H．O狐玉y＆，P肥dicもio亘ユof§蛙孤per㎜6abi1三もy　of曲びgs，co亘ユト

　P鮒｛§㎝ぱh聰汲鋤鋤dh命1e鎚r級も幽n，∫P1鮒肌肋鮒榊co2．，幽，63←639（五992）．

6）J．G．W級騨er，E．N⑧王s◎双、湿鵬t虻鋤＆王y§i§ofb1◎◎d王鮒el§＆肌d　urin鮒y跳cr銚ion　h　the＆bsorptiw

　ph＆s8＆舵⑧ダsi双蜜如dose§of　dr泌g言よP及αグ肌．8cま．，53，夏：三…92＿工398（五964）．

7）Y．Ok級至惚毛鼠，K．Niik以聡，H．yw鵬凌概＆，H．M銚s泌｝⑪、A　highly　se鵬玉航w27泌Hz　q泌鮒もかcWsも＆呈

　㎜icrob＆王籔nc8船＆d鮒iceおr　k虹et主c㎜船醐蝸狐8泌§of㎜o呈ecて王王＆r　reco興it三〇篶o狐DNA　str雛泊s，A脇ム

　8c主，，16，1五13＿五119（20◎O）．

8）P．V紋ish＆王i，S．S訟王o狐◎双，Li双k　b銚桝舵n　drて昭abso叩tion　so玉沁三肚y鋤d　p敬狐搬b三胱y狐e＆帥re狐⑧泌§i孤



~ ~~j ~~ Vol 62~ No. 1 (2002) 43 

Caco-2 cells* J. Pharln. Sci., 87, 1604-1607 (1998). 

9) I･~. A. Foster, M. L. Avery, M. Yazdanian, K. Audus, Characterization of Calu-3 cell line as a tool to 

screen pulmonary drug delivery, Int. J. Pha"maceut., 208, 1-11 (2000). 


