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皮膚適用製剤の製剤試験法に利用可能なヒト皮膚代替膜としての
　　　　　　　　　　　　　　高分子人工膜の評価
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　先発医薬品に対する後発医薬品の生物学的同等性

や岡＾製剤閥の品質の評価を目酌とした医薬品の製

剤試駿は，医薬昂の有効性・安全性や晶質を保証す

る極めて璽要な傭報を提供する．我が国では，2003
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年に「局所皮膚遼用製剤の後発医薬品のための生物

学的同等性試駿ガイドライン」が施行され，角層内

や角層下での作用を期待する製剤の生物学的同等性

評個においては，被験者を対象とした皮臓薬物動態

学的試験や薬物動態学酌試験が遭用される1）．しか

し，開発段階初期のように試験の安全面を掴保する

情報が乏しい段階においては，被験者を危険に曝す

可能性のある試験を実施することは困難である．そ
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のため，研究・開発の早期段階において，製剤の有

効性を簡便に評価できる試験法は非常に有用であ

る。一方，製剤の晶質評価を冒的として加びかo放

出試験や動物皮膚を用いた加びかo透遇試験が広く

行われている．これらの試験は必ずしも製剤の効果

を保証するものではないが，特に加o伽o透遇試験

はヒト皮臓透遇栓に類似した膜を用いることによ

り，透遇した薬物量に基づいて早期段階の生物学酌

岡等性の推定や品質評価に利用できると考えられる．

　薬物の皮膚透遇性を評価するためにヒト皮腐また

は勤物皮膚が試験に供される．ヒト皮膚の入手は倫

理爾などの観点から困難であること，また動物皮膚

を用いた揚含には個体閥変動によるデータのばらつ

き，さらにはヒト皮膚透過性へのスケールアップな

どを考慮しなければならないト遵）．加えて，動物皮

庸の使用は動物禰祉の観点から避けるべきであ

り§），欧州連含（EU）においては2009年より実験

動物を用いて試験した化粧品および化粧品原料の販

売に対する広域禁止令潜）が施行され呈今後世界酌に

医薬品の試験における実験動物の使用に対する規制

も厳しくなると予想される一そのため，皮臓適用製

剤の製剤試験において，ヒト皮膚や動物皮臓に替わ

る人工膜を利用した試験法の構築が望まれる．

　以前の検討で，我々は皮廠に親油性と親水惟の2

つの透過維脇が存在すると仮定しト9），ヒト皮臓代

替人工膜の闘発を検討してきたト測．親油性モノマ

ーとしてメチルメタクリレ㎞ト（MMA）およびグ

リシジルメタクリレート（GMA），親水性ポリマー

としてポリユチレングリコール鍍を含有する重含開

始剤（VPE－0601）を用い，MMA：GMAlVPE－

0601の仕込み比を75：5120として合成した商分

子から調製した人工膜を用いたところ，極性の異な

る9種の化禽物の水溶液からの透過性がヒト皮膚透

過性と類似することを示した蜘）．このような商分子

人工膜の皮臓遼用製剤の試験への利用は，試験実施

を容易にするばかりでなく，養式験の糟度を商めるこ

とも期待できる．

　本検討では，先に報告した高分子人工膜を介した

皮廠適用製剤からの薬物皮庸透過性を評価し，製剤

試験に対する高分子人工膜の有用性と間魑点を考察

した．モデル製剤として，ケトプロフェン（KP）を

含有するテープ剤（3種），パップ剤（3種），クリ

ーム剤（2種），およびゲル剤（2種）を選択し，各

又92

種皮庸適用製剤からのヒト皮膚および高分子人工膜

を介した薬物の透過遼度を比較した．

実　験　の　部

1．試　　料

V囲一0601，㎜MA，GMAおよびKP（MW；254．3）

は和光純薬工業株式会社（大阪）より鱗入した、KP

を2％含有するテープ剤A，B（丁牝A，T＆一B）およ

び2．86％含有するテープ剤C（肱一C），0．3％含有す

るパップ剤A，B，C（C＆一A，Ca－B，CかC），3％含

有するクリーム剤A，遭（CトA，CトB），および3％

含有するゲル剤A，B（G紅A，G⑧一B）は，それぞれ

各製薬会社から購入した．ヒト皮膚は特定非営利活

動法人エイチ。工一・ビー研究機構（東京）より鱗

入した．その他の溶媒および試薬は市販の特級晶を

用いた。

　2．高分子人工膜の調製法

　商分子合成および商分子人工膜の調製は前報と同

様に行った王0）．すなわち，共栓試験管にWE－0601，

MMAおよびGMAをそれぞれ2．25g，6．7δgおよ

びO．4δgずつ量りとり，トルヱン30皿Lと適量の

クロロホルムを加えて溶解した。溶解後，強化硬質

全自動共栓試験管を三方活栓で密閉して酸素ラジカ

ルの発生の原困となる離素を除去するために凍緒融

解を3回繰り返した。その後，80℃の水浴巾で携絆

しながら24時閲インキュベートして灰応を完了さ

せた．反応終了後，貧溶媒である約500蛆Lのメ

タノールに反応物を少しずつ滴下して合成商分予の

沈殿物を得た．得られた含成商分子をろ取した後，

一晩かけて滅圧乾燥した．含成した商分予を0．1g／

皿Lとなるようにクロロホルムに溶解し，室温，

13，400印㎜で5分閥遼心分離した．上澄み液約800

糾Lをガラス板に敷いたポリェチレンテレフタレー

トフィルム上に滴下し，キャスティング法によって

約五〇μ独の厚さに製膜した．室混で1時閲乾燥した

後，さらに10ぴCで1時間乾燥し，調製した商分予

人工膜は実験に使用するまでデシケーター内で保存

した．

　3．ヒト皮庸の調製

　ヒト皮膚は使用するまで一80℃で保存し，使用直

前に室温で解凍した．真皮側からハサミでカットし，

厚みを約600岬に調整した．その後，縦型拡散セ

ルエ2）（有効透遇爾穣；O．95c㎜塁）にマウントし，輿
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皮側チャンバー内をpH7．4リン酸緩衝生理食塩水

（PBS）で満たして，一晩撹幹洗浄後に実験に用い

た．

　4．製剤からの薬物透過試験

　商分子人工膜あるいは真皮側を一晩洗浄したヒト

皮膚を縦型拡敵セルにマウントし，上部の角層側チ

ャンバーの設置に際し各製剤を適用した．すなわち，

パップ剤およびテープ剤は直径五．3c㎜に切り取っ

た製剤を膜上に適用した後に上部チャンバーを設置

し，クリーム剤およびゲル剤の揚合では上部チャン

バー設置後に1，2蟹を膜上O．9δc狐2に適用した．真

皮側チャンバー内をPBS（2．6㎜L）で満たして鐙幹

し，拡散セル内の撮度は32℃に保った．経時的に

真皮側溶液（0．25皿L）を採取し，岡量の32℃の新

鮮なPBSを奥皮側チャンバーに加えた．採取したサ

ンプル中のKP濃度をHPLCにより定量した．透遇

した薬物の累穣量を時閥に対してプロットし，累積

透過量一跨閥プロファイルの直線部分より定常状態

舳X（J）を得た．

　δ．エタノール／閉S混合液における人工膜膨潤試

　　験，KP潜解度測定およびKP透過試験

　膨潤試験では，PBSあるいはエタノール／PBS混

含液（5，10および30％）巾にあらかじめ重量を測

定した商分予人工膜（五c脱×1c皿）を浸し，32℃

の水浴中で24時間インキュベートした．その後，

商分予人工膜表繭に付着している液体を拭き取り，

重量を測定した．各種溶媒でインキュベート後に増

加した重量の翻含を膨潤率として求めた．

　溶解度測定では，エタノール／PBS混含液申にKP

を遇剰に加え，懸濁させた状態で32℃の水浴申で

12時閥撹幹した，懸濁液は，遠心ろ遇ユニット

U1虹＆血e⑧一MC（O．2μ皿）（Mihpo蝸Co．，lMA，USA）

を用いてろ過した．ろ液を適切に希釈した後，その

濃度をHPLCにより測定し，希釈借率を乗ずること

により溶解度を求めた．

　透遺試験では，人工膜を2一チャンバー横型拡敵

セル13）（有効透過面積；O．95c独2）にマウントし。

PBSあるいはエタノール促BS混合液（δ，10およ

び30％）で調製した腱懸濁液をドナー側に遼用し

た．薬物透遇性に対する溶媒牽引効果の影響を除く

ためにドナ』液と同じ組成の混含溶媒をレシーバー

側に用いた．スターヘッド型鐙幹子を入れてマグネ

ティックスターラーにて撹幹した．実験申の拡散セ

ル内の湿度は32℃に保った．経時的にレシーバー

溶液を採取し，岡量のレシーバー液を加えて容量を

保った．採取したサンプルを適宜希釈してHPLCに

てKP濃度を測定した．前述のようにJを求め，ド

ナー溶液における透過物質の飽和溶解度でJを除す

ことにより標準化し，みかけの透過係数（P）を得
た．

　6．KPの定量

　KPの定量はHPLC（送液ユニット：LC40AS，

検出器：SPD－10A，システムコントローラー：SCL－

6B，オートインジュクター：SIL－6B，株式会杜島

津製作所，京都）を用いて行った．カラムは工n鉗もis1

C五8（4，6×2．δ独㎜，5岬，ジーエルサイエンス株

式会社，東京）を使用し，温度40℃，流遠1．5㎜L／

㎜iな，波長230n㎜，移動相0．又％リン酸：アセトニ

トリル眠60：40，内部標準物質5μg／㎜Lエチルパ

ラベンを用いて定量した．

　7．統計解析
　各実験データは平均値±標準偏差で示し，2群閲

および多群閥の比較はそれぞれS虹幽批彦一t鵠tおよ

びTばkeyt鵠もにより検定した．なお、統討学的有意

差はρ〈O．05とした．

　　　　　　　　結果および考察

　テープ剤，パップ剤，クリーム剤，およびゲル剤

における個々の製剤からの商分子人．工膜およびヒト

皮腐を介したKPのJ値（♂綱naJS），およびその

平均値の比（み仏比）を聰bk工に示す．

　テープ剤では，3製剤すべてにおいてJ槻の方が

ムに比べて高い傾向を示したが，み肌此は1，21～

2．71であった．また，TかAおよびTかBにおけるJs

はTa－Cの場合に比べて有意に商い透遇性を示した

が（ρ＜O．05），みにおいては統討学的に有意な差は

認められなかった．みおよびJsのランクオーダー

は，いずれもTa－A＞臨一B＞蝸一Cで一致していた

（肪b1⑧I）．

　パップ剤においてもテープ剤と同様に，個々の製

剤においてみは♂sよりも高値を示し，み／Js比は

2．33～3．76だつた．みと♂sのランクオーダーは，

テープ剤の揚合と一致し（Ca－A＞CかB＞CかC），さ

らにC紅AのJMはCかBおよびCa－Cの場含に比べ

て有意に大きく（ρくO．05）葦この緒果はJsで認めら

れた関係性と一致していた（賄b工e工）．
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　また宇クリーム剤においてもみはみより商く，

＾仏比は五．56～ユ．79とテープ剤やパップ剤で得ら

れた此よりも低い値を示した（丁地18I）．

　一方，ゲル剤ではG⑧一AおよびGかBの爾者にお

いてんがJsよりも有意に大きく，＾μs此（4．61～

u．2）は他の3剤形に比べて著しく大きかった．ま

た，JMとムの閥のランクオーダーも一致しなかっ

た（Tab1eI）．

　Fig．！aは，4剤形全ての製剤のみに対する♂sの

プロットを示している．ゲル製剤2製剤の♂泌およ

びJsは他の剤形の繕果と比較して商く（Tabk　I），

これらのプロットは他の剤形で得られたプロットか

ら明らかに外れていた．そのため，ゲル基剤成分が

194

ヒト皮臓および商分子人工膜におけるKP透遇に影

饗を及ぽしていると考えられた．ゲル剤を除く3剤

形8製剤のんとJsの間における棉関性を検討した

縞果，有意な相関（ドO．973，／）〈O．01）が認められ

た（Fig．1b）．このことから，本研究の商分子人工

膜を透遇試験に用いることによってテープ剤，パッ

プ剤，およびクリーム剤からの薬物のヒト皮膚透過

性を予測できる可能性が示唆された．一方，ゲル剤

2製剤の緒果は砧答1＆の点線で示す圃帰直線から大

きく右側に外れていたことから，ヒト皮膚に比べて

商分予人工膜において，KP透過に対するゲル基剤

成分の影響を受けやすいものと考えられた．

　一般的にクリーム剤やゲル剤などの半圃形製剤
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は，基剤の特性を活かすことで経皮吸収性を商めて

いる測．クリーム剤のような乳剤性基剤は，主薬の

配含性や使用感が良いことに加えて，経皮吸収促進

作用も期待できる非イオン性界蘭活性剤をはじめと

する様々な添加剤が含まれているヱδ）．これら添加剤

は膜に対して何らかの作用を及ぼし，その影響は膜

の種類によって異なると考えられる．本研究におい

て、CトAおよびCト遇を適用した時のみと♂sが近

似していたことは，各クリーム剤の商分子人工膜に

対する作用がヒト皮臓に対する影響とほぼ等しかっ

たと考えることができ，この高分予人工膜はクリー

ム剤の薬物吸収の予測にも利用可能であると恩われ

た．一方，ゲル剤は，水とよく混和するアルコール

類やグリコール類の溶剤に親水性商分子を加えて半

圃形状にした製剤であり，主薬の溶解性や吸収性を

高めるために商濃度のアルコールが配合されている

こともある捌．このアルコール類やグリコール類

が，ゲル剤におけるみとJsが一致しなかった原因

と考えられたため，高分子人工膜の膨潤およびKP

の透遇性に対するエタノールの影響を検討した．溶

媒中のエタノール含量が異なる時の高分子人工膜の

膨潤およびKPの透遇性をFig．2に示す．膨潤率お

よびKPのP値は，溶媒申のエタノール含量の増加

に伴って増大し、エタノール含量30％の条件下では

エタノール含量の低い他の3条件に此べて有意に増

大した（F屯2＆，b）．また，KPのP値は膜の膨潤

率に依存して増大した（Fig．2C）．G伽Aは35％の

ヱタノールを含有するとされ，Fig．2Cの関係から

そのみの増大はゲル基剤申に含まれるアルコール

成分による膨潤に起因するものと考えられた．一方，

ヒト皮臓でもゲル基剤申に含まれるエタノールが皮

膚のバリア能を低下させて経皮吸収促進効果をもた

らすと考えられ捌，ゲル剤のみがJsよりも高かっ

た一因としてヒト皮臓に此べて高分子人工膜におい

てKP透遇に対するエタノールの影響を受けやすい

ものと考えられた．しかし，今固試験したゲル剤に

は，エタノ』ルの他に多種の溶剤や添加剤が用いら

れており，J“と♂sの低い禍関の原因についてはさ

らなる検討が必要である．

　半固形製剤は多くの添加剤を含有しているため、

薬物透遇性に対するそれら添加剤の影響が商分予人

工膜とヒト皮膚でどの様に異なるかを十分検討する

ことは璽要である．臨㎜＆騨chiらは以前にpo1y
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醐地a町ユぬ共璽含体膜を介したインドメタシンの

クリーム剤およびゲル剤からの透過性が，ヒト皮臓

よりも約100倍商いことを報告しており，膜に対す

る添加剤の作用の違いが関係していることが示唆さ

れているユ王）．このように市販の製剤からの薬物透過

性を高分予人工膜で評価するためには，添加剤の影

響が少ないもしくはそれがヒト皮腐と同等である商

分子人工膜を用いて検討する必要がある．本検討に

おいて用いた高分予人工膜では，クリーム剤および

ゲル剤のみ／♂s比はそれぞれ1．56～1．79および
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