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総論の部

緒言

　疾病の原因や薬物の生体内での作用機構等が徐々に明らかにされるに伴い，

効率的かつ安全に薬物治療が行える投与剤形が望まれるようになってきた。ま

た高齢化社会を控えた昨今，服用あるいは適用が簡便で患者のコンプライアン

スを改善できる剤形も望まれている．ドラッグデリバリーシステム（Drug

Delivery　System，　DDS）はこれらのニーズに応えるべく考案された新しい投与

剤形であり，従来あるいは新規の投与経路を利用して，主に薬物の放出制御

（controlled・release）と標的化（targeting）を基本として設計されるシステムで

ある。1・2＞

　DDSの概念を有する製剤の中でも，従来から用いられている外用剤に製剤学

的な工夫を付与した経皮治療システム（Transdermal　Therapeutic　System，　TrS）

は，システムから生体への薬物送達を長時間にわたり制御できるばかりでな

く，肝臓での初回通過効果を回避できること，及び薬剤の投与と中断が容易で

あることなど優れた特性を有している．1“4）しかしながら，皮膚は本来体内か

らの水分の蒸発を防いだり，体外からの異物や化学物質の進入を防ぐためのバ

リアーとして機廻しているため，5）治療上必要とされている薬物を有効なレ

ベルで体内に導入することは必ずしも容易ではない．この問題点を克服するた

めに，薬物を化学修飾（プロドラッグ化）することによってその物理化学的性

質を変更する方法，6）あるいは吸収促進剤を用いることにより皮膚バリアー

能を低下させる方法7・8）が広く検討されている。また，外部駆動力として電気

エネルギーを用いることによってイオン化した薬物を体内に導入するイオント

フォレーシス（iontophoresis）9－11）は，電流をONまたはOFFすることにより
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薬物送達速度をコントロールすることが可能である．さらに高電圧パルス電流

を瞬間的に皮膚に適用するエレクトロポレーション（electroporation）12）とイオ

ントフォレーシスを組み合わせることでペプチド医薬品のような高分子化合物

の経皮送達をコントロールする試みも行われている。13）このような物理的エ

ネルギーを利用した促進法は，その適用エネルギーを調節することにより薬物

の皮膚透過を制御できる可能性があり，Trs開発に対して特に魅力的な方法

である。

　一方，超音波エネルギーもまた物理的方法として吸収促進のために用いら

れ，この方法はフォノフォレーシス（phonophoresis）14・15）として知られてい

る。超音波はそれ自身生体に対して温熱作用，血行促進，あるいはマッサージ

効果等を有し，フォノフォレーシスは本来このような超音波の物理的特性を利

用して神経痛，リウマチ，あるいは関節炎のような疾患に対する局所薬物療法

の効果を高めようとするものである．フォノフォレーシスは　Fellingerと

Schmid16＞がヒドロコルチゾン軟膏による累除関節炎の治療に対し補助的手段

として用いたのが最初である．また，Bensonら17）は健常人に対するリドカイ

ンのクリーム剤塗布後の超音波適用が局所麻酔作用の作用発現時間を短縮し，

持続時間を延長したことを報告している。このように，フォノフォレーシスは

臨床的に用いられているという歴史的背景から，実用化しやすい方法であると

考えられる．しかしながら，フォノフォレーシスに関する研究は加卿。ある

いは局所薬理効果をもとにその効果を評価しているものが多く，18’一22）薬物の

皮膚透過過程に注目して超音波の効果を検討した報告は少ない．超音波を経皮

吸収促進法として効果的に利用するためには，促進メカニズムを含めた基礎的

なデータを集積する必要があり，このような情報は候補薬物や超音波条件の選

択に対して有用であると考えられる．

　そこで本研究において著者は，薬物の皮膚透過過程をより明確に見積もるこ
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とができる加競ro実験法を用いて，薬物のヘアレスラット皮膚透過性に対す

る超音波の影響及びその促進メカニズムについて検討した。第1章では本研究

で用いた超音波条件について概説し，この超音波を用いて種々極性薬物の皮膚

透過に対する影響を見積もった．第2章では超音波の促進メカニズムについ

て，種々の皮膚透過パラメータ及び電気化学的手法を用いて検討し，また角質

層脂質に対する影響も見積もった。さらに第3章では超音波を吸収促進に対し

てより効果的に利用するために，吸収促進剤との併用効果について検討した。
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第1章　薬物の皮膚透過性に対する超音波の影響

　前述のように，フォノフォレーシスに関する研究は臨床的な評価をもとにし

たものが中心であるため，薬物の皮膚透過性に対する影響を正確に見積もるこ

とは困難である。一方，実験条件を正確にコントロールでき，数学的あるいは

物理化学的取扱いが容易である加v∫∫ro透過実験法は薬物の皮膚透過に対する

超音波の効果をより明確に記述できると考えられる．as）　Brucksら24）はイブ

プロフェンの皮膚透過性に対する超音波の効果を加漉roヒト皮膚透過実験か

ら検討した．しかし，彼らが用いた基剤中にはプロピレングリコールのような

吸収促進効果を有する成分が含まれているため，純粋な超音波の促進効果を評

価するには至っていない．したがって，超音波の促進効果をより明確に見積も

るためには，まず簡単な実験系で超音波の促進現象を把握する必要があると思

われる。

　そこで本章では超音波による促進現象を把握するために，超音波伝播性の良

好な水を基剤として用い，極性の異なる種々薬物の皮膚透過に対する超音波の

効果を拡散セルを用いたin・vitro法により見積もった．また実験に先立ち，用

いた超音波装置から放射される超音波出力の測定を行った．

第1節　超音波周波数の選定

　この研究で用いた超音波発生装置の概略をFig．1に示す。この装置は基本的に

は電気的発振器（oscillator），電力増幅器（amplifier），及び電気音響変換器

（transducer，トランスデューサー〉からなり，電気的発振器からの電気信号は

電力増幅器を介してトランスデューサーに送られ，ここで圧電素子の振動に伴

い超音波に変換される．また，超音波周波数は電気的発振器の周波数とトラン
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Fig．　1　Schematic　diagram　of　experi　mental　apparatus　for　ultrasonic－enhanced　skin

　　　permeatlon　experlment

スデューサーの形状で決まるものである．

　超音波は一般に周波数20kHz以上の音波であると定義される．医療の分野

では超音波は疾病の診断及び治療に利用され，用途に応じて主に20kHz－10

MHzという広範囲の周波数が用いられている．25）一般に超音波エネルギーの

浸透する距離は周波数に反比例するので，超音波を生体に適用する場合には低

周波数ほどより体の深部に到達することが知られている．26）また，生体に対

してさまざまな作用を及ぼすキャビテーション効果，物理的幽幽作用，あるい

は音圧などの効果も超音波周波数に依存する．27）フォノフォレーシスに関す

る研究では，これまで20kHz－16　MHzの広範囲の周波数域が検討されている

が，現時点では効果的な周波数域は明らかになっていない。一方，Griffinと

Touchstoneはコルチゾールの皮下組織移行性に対する超音波周波数の影響につ

いて90，250，500，1000及び3600kHzの周波数を用いて検討し，超音波治

療域でよく用いられている1000・kli［zや3600　kHzの超音波周波数よりも90　kHz

や250kHzの比較的低周波数域の超音波が効果的であることを示した。28・29）
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彼らは，低周波数超音波が高周波数超音波よりも大きな超音波エネルギーを伝

播できるので，薬物の皮下移行性を大きく促進したのであろうと考察した．そ

こで本研究を開始するにあたり，彼らのこの仮説をもとに周波数選択を行い，

150kHzの超音波を用いることとした。

第2節　超音波出力の測定

　通常，超音波出力は電気的発振器またはトランスデューサーへ供給される電

気的なエネルギー量として扱われる．本研究で用いた超音波装置において，電

気的発振器に供給される電気的エネルギーは極大値で3．7W／cm2であった。し

かしながら，この電気エネルギーが超音波エネルギーに変換されるまでの問に

エネルギーが損失するため，この値がトランスデa一サーから皮膚表面に放射

される超音波エネルギーを示しているわけではない。したがって，超音波トラ

ンスデューサーから皮膚表面に供給される超音波エネルギーを定量的に見積も

るために，超音波出力の測定を行った．超音波出力の測定法としてはハイドロ

フォン（hydrophone）あるいは天秤を用いた放射圧測定が一般に用いられてい

る。30）　本研究では超音波診断装置に対して日本電子機械工業会規格で定め

られている「天秤法による超音波出力測定方法」31）をもとに測定装置を作成

し，トランスデューサーからの超音波出力を測定した。この方法はトランス

デューサーから水中に放射される超音波の放射圧を天秤に連結した受圧板によ

り重量変化として検出し，超音波出力に換算するものである．以下にその測定

原理を述べる。

　受圧板に入射する超音波の平均エネルギーをEとすると，受圧板がうける平

均放射圧Pは（1）式で与えられる．
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　　　　　　　P　：E（1＋IRI2－ll－R212　exp（一2ctd））’　・　・　（1）

ここでRは受皿板の音圧反射率，dは受圧板の厚さ，α二二板の音圧吸収率

である。トランスデューサーの超音波出力（W＞はトランスデューサーから放

射される単位時間当たりの音響エネルギーなので，受圧板に入射する平均エネ

ルギー密度Eによって（2）式のように表される．

　　　　　　　　　　　　W＝cES“・“　（2）

ここで。は水中音速，Sは受圧板の面積である．　（1＞式を（2）式に代入す

ると（3）式が得られる。

　　　　　W＝cSP［1／（1＋IRI2－il－R212　exp（一一20rd））］e　e　e　（3）

また，受圧板に連結された天秤が検出する重量：変化△mとPの問には以下のよ

うな関係がある。

　　　　　　　　　　　　PS＝Am　g“　“　“　（4）

ここで9は重力加速度（9．8m／s2）である．　（3）式に（4）式を代入すると，

　　　　　W＝：　［Am　c　g／（1　＋IR12　一一　ll－R212　exp（一2ctd））］　e　・　・　（5）

もしαとdが十分に大きければ，（5）式は（6）式のように書き換えられる。
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ukrasound　absorber

uttrasound　aransducer

Fig．　2　Schematic　diagram　of　the　radiation　force　balance　method

Tabge　g　Outpuk　power　of　ultrasound　measured　by　ghe　radiation　force　baiance　methoci

Ne． 1 2 3 4 5

ArR　（mg）

o“tput　power　（mW／cm2）

32・38　38・86　37e90　49・75
92．59　Sli．12　108．38　142．26

30．56

87．39

6 7 8 9 10 Mean
39e54　41・99

＄i12．65　“9．61
30e56　55i87
8’7’“39　159e76

33e48

95．74 111．4壌

W＝［Amcg／（1＋10R（dB）／iO）］・　・　・　（6）

ここで，R　・P2／P1（P1及びP2はそれぞれ入射波音圧及び反射波音圧）で表さ

れるが，dB　＝＝　20　log（P1／P2）の関係を用いてdB単位として示してある．した

がって，　R（dB）がわかれば天秤によって測定した重量変化からトランス

デューサーから放射される超音波出力を計算できる．
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　今回作成した天秤法装置の概略をFig．2に示す。受圧板には超音波吸収材と

してシリコンゴム（Wallgone⑭）を用い，その反射率は一2　dBとして計算に用

いた（実験の部，Fig．26）．測定は発振器を30秒ごとにoN－oFFし，これを

1サイクルとして10サイクル行い1回の測定とした。このときの重量変化を

記録計に記録し，10サイクルの平均△m値から（6）式を用いて超音波出力を

計算した。Table　1に本研究で用いた超音波装置への電気量の供給を極大（3．7

Wlcm2）にしたときのトランスデューサーから放射される超音波出力の計算値

を示す。その結果，トランスデューサーからの平均超音波出力は111mW／cm2

であり，フォノフォレーシスでよく用いられる超音波出力（1－2　W／cm2）に比

べて低いことがわかった．なお，超音波発振器の出力調節範囲が狭いため，以

後の実験：ではすべてこの超音波出力を用いることにした。

第3節　種々薬物の皮膚透過に対する超音波の効果32）

　本節では，まず今回使用した超音波による皮膚透過促進効果を把握するため

に，9種の薬物の皮膚透過に対する超音波の効果を見積もった。この実験で用

いた薬物の構造式及び物理化学的性質をそれぞれFig．3及びTable　2に示す．

　　　Tabge　2　Physicechemical　properties　ef　ctrugs　usect　in　this　study

wtW　i） tiog　Kow　2）　Cw（mg／mE）3）

5－FiuorouraciS　（5－FU）

Antipyrine　（ANP）

Aminopyrine　（AMP）
Cyclobarbit創（CB）
fiso＄orbide　dinitrate　（gSDN）

Lidocaine　（LC）
Keto　prefe　n　（K　P）

gbuprofen　（EP）

FgurbiprofeR　（FP）

130n＄

188．2

236e1

236．3

236．1

234．3

254．3

206．3

244．3

・壌。70

”Oe69

0．38

0．87

1920

2．30

3．ff

3．80

3．86

1　2．2

634
620＄

　3eO7
　e．972

　3eO3
　0e17
　0．0　51

　e．027

1）　Molecular　weig　ht　2）　Log　octanol／water　partition　coefficient　at　32　OC

3）　Solubility　in　water　at　32　OC
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　　　　　　　x

　　　　　　　0

5一　Fluorouracil　（5－FU）

　　　　　　C6Hs
　　　　　　猛

◎ぬ／CH3

　　　　　　　　　CH3
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Fig．　4　Effect　of　ultrasound　on　the　fiux　of　ISDN　and　ANP；　（a）　typical　lipophilic

　　　drug　ISDN　and　（b）　hydrophilic　drug　ANP．

　　　Shadowed　airea　shows　the　duration　of　ultrasonic　irradiation．　Dotted　lines

　　　mean　the　average　flux　without　ultrasonic　irradiation　in　the　separate

　　　experiments．　Each　data　point　represents　the　mean　±　SE　of　3　experiments．

これらの薬物問の分子量（MW）の差は約2倍であるのに対し，オクタノール

／水分配係数（K。w）の差は，水溶性が最大の5－FU（log　K。w＝一1！70）から脂溶

性が最大のFP（log　K。w・　3．86）まで約4x105倍であり，極i生が著しく異なる

薬物群である．皮膚透過実験は薬物溶液適用後最初の3－6時間をpassive条件

（OFF），その後1時間超音波照射し（ON），再びpassive条件（OFF）とし

た．また，通常のフォノフォレーシスでは超音波適用は5－20分程度であるが，

本研究で用いた超音波出力が一般に用いられている強度より低いことを考慮し

て60分間とした．

　Fig．4a及びbはそれぞれ典型的な親油性及び親水性薬物である硝酸イソソ

ルビド（ISDN）とアンチピリン（ANP）の8時間の実験：中にわたる皮膚透過

速度（flux）の経時変化を示している．また，　Fig．5にこの実験中にわたる角

一一　n一



Fig．　5

（
O
。
》
①
』
ヨ
£
①
島
ε
Φ
ト

40

38

36

34

3

3e

28

OFF OFF

　　　　　　　　　　　　0　　　　2　　　　4　　　　6　　　　8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time　（h）

Time　course　of　donor　temperature　during　phonophoretic　experiment
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質層側溶液温度の経時変化を示す．8時間までの実験データをもとに超音波の

促進効果を評価すると，ISDNのfiuxは超音波照射によって照射前に比べて有

意に増加したが，照射後には照射前と同じレベルに戻る傾向が認められた。

ANPのfluxもまた超音波照射によって有意に増加したが，照射後のfluxは照

射前のレベルには戻らなかった。この結果は超音波の促進効果が，超音波照射

中に認められる可逆的効果と超音波照射後にも残存する非可逆的効果に分けら

れることを示している。Fig．5に示したように，本実験では拡散セルの角質層

側溶液温度は温度はpassiveな状態では32℃に保たれているが，超音波照射

中には約36℃まで上昇した．一般に温度上昇は分子の運動性を高め，薬物拡

散性を上昇させるので，超音波の可逆的促進効果にこの温度上昇が関与してい

るものと考えられた．また，このような現象は試験した他の薬物でも認められ

た．そこで，各薬物に関する超音波照射中及び照射後の促進率，Em。、及びEirr

をTable　3に示すfluxを用いて次式から算出し，薬物問で比較した（Fig．6a及

びb）。

Emax　：Jmax／Ji・　’　’　（7）

Ei．　：J，／J，・　・　・　（8）

ここでJ1及びJ2はそれぞれ超音波照射前（実験開始後2－3または5－6時間）

及び照射後（実験開始後6－8または9－11時間〉のflux，　J　は超音波照射中
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　max
の最大fluxである．　Em。、の値は5－FUのlog　K。w値から1に近づくにつれて高

くなり，CBで最大値を示したが，1以上の親油性の高い薬物では極端に低く

なる傾向が認められた（Fig．6a）．また，　Eirrの値も同様にIog　K。w＝1を境に

大きく異なり（Fig．6b），超音波の非可逆的な促進効果は親水性薬物に対して

高く現れるものと考えられた．これらの結果から，薬物の皮膚透過に対する面

一　13　一一
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　　’O，　stripped　ski　n．

音波の促進効果は薬物の極性に大きく依存することが明らかとなった。

　皮膚の透過バリアーは最外層の角質層に由来するものであり，超音波が角質

層に非可逆的な影響を及ぼしていることが考えられる。次に，この透過バリ

アーに対する超音波の影響を見積もるために，超音波照射前及び照射後のflux

から（9）式を用いて透過係数Kpを算出し，　K。wに対してプロットした（Fig．

7）　．

K，”J／C．“’・　（9）

ここで，c．は基口中薬物濃度である．　Fig．7に示したように，　Iog　K。wが約1

以上の親油性の高い薬物では照射前と照射後のKp値は大きく変わらなかった

が，log　K。wが約1以下の親水性の高い薬物のKp値は超音波照射によって約1

オーダー増加した．また，超音波照射後のKp値は：角質層バリアーを除去した

一　14　一



皮膚（stripped　skin）のそれに近づき，このことから超音波は角質層の透過バリ

アー能を非可逆的に低下しているものと考えられた。

第4節　小括並びに考察

　本章ではまず，用いる超音波の周波数を選定し，超音波装置からの超音波出

力を測定した。比較的低周波数の超音波が局所でのフォノフォレーシスに対し

て効果的であったというGriffinとTouchstoneらの報告28・29）を参考にして，本

研究では150kHzの周波数を用いることにした．次に，用いた150　kHzの超音

波装置のトランスデューサーから放射される超音波出力を天秤法により測定し

た．その結果，この実験：で用いた超音波装置からの最大超音波出力は平均111

mW／cm2であることがわかった。一般に，フォノフォレーシスに対しては1－2

W／cm2の強度が用いられ，これと比べると低強度である．一方，超音波周波数

が低いほど低強度でキャビテーション効果を生じやすくなることも知られてい

る。33）Mitragotriらは最近，超音波による薬物の皮膚透過促進の原因が角質層

中でのキャビテーションに起因し，20kHz，225　mW／cm2という低周波数，低強

度の超音波がキャビテーション効果の結果としてインスリンのような高分子薬

物の経皮送達を促進することを述べている．34）したがって，この実験で用い

た超音波もまた，十分に促進効果を期待できるものと思われる．また，超音波

装置への電気的供給エネルギーとトランスデューサーからの超音波出力の問に

はエネルギー損失が存在することが明らかとなった．多くの超音波装置は電気

的エネルギーをそのまま超音波出力としているものが多く，このような装置で

は超音波への変換効率が問題となる。したがって，皮膚表面に適用される超音

波エネルギーを定量的に評価する際には，トランスデューサーからの超音波出

力を直接測定するか，あるいは装置の変換効率から超音波出力を求めておく必

要があると思われた。

　　　　　　　　　　　　　　　　一　gs　一



　この超音波による促進効果を極性の異なる9種の薬物の皮膚透過性をもとに

見積もった。Fig．4の結果から明らかなように，超音波は照射中に一時的に薬

物の皮膚透過を促進する可逆的な促進効果と照射後にも残存する非可逆的な促

進効果を有することが明らかとなった．Fig．5に示したように，本実験系では

超音波照射中に一時的な温度上昇（約4℃）が認められ，このことは可逆的な

促進効果の一つの要因となっているものと思われた。また，Fig．6bの結果か

ら，超音波は親水性薬物の皮膚透過に対して非可逆的な効果が高く現れるもの

と考えられた．超音波照射前と照射後の透過係数を比較すると，超音波が皮膚

バリアー能を非可逆的に低下していることを示していた（Fig．7）．皮膚最外層

の角質層が，親水性薬物に対して高いバリアー能を発揮しているため，もとも

と透過性の低い親水性薬物に対して高い促進効果を示したものと考えられる。

また，角質層中には薬物の透過領域として，親水性領域と親油性領域が存在す

ると考えられており，35－37）超音波処理により親水性薬物のK値が主に増加
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p
していることから，超音波は親水性領域を薬物透過性を非可逆的に高めている

ものと推測された。これらの結果をもとに次章では超音波の薬物皮膚透過促進

機構について述べる．
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第2章　超音波の薬物皮膚透過促進機構

　薬物の皮膚透過促進に対する超音波の作用機構を理解することは，超音波照

射条件あるいは候補薬物の選択といった観点から重要な課題である。これまで

に吸収促進法としての超音波の利用に関していくつかの報告がなされ，大きく

分類すると2つの促進機構が提唱されている。1つは超音波が角質層の構造

的な変化を，34・3　8”4　o）もう1つは皮膚付属器官を介した共輸送（convective

transport）を引き起こすという考え方である．41・42）前者は主に組織化した脂質

構造が超音波のキャビテーション効果によって乱雑にされていること，また後

者は超音波の放射圧やマイクロストリーミングに起因することが考えられてい

る。しかしながら，このような促進機構に関する研究は非常に少なく，未だ結

論には至っていない．したがって，超音波の促進機構を明らかにしていくため

には機構論的な情報を与える実験データを集積していくことが必要であると考

えられる。

　第1章において，著者は150kHz，111mW／cm2の超音波の効果が可逆的効

果と非可逆的効果に分けられること，及び主に水溶性薬物に対して促進効果が

顕著であることを明らかにした．本章ではこの結果をもとに，このような促進

効果を示す原因を明らかにし，皮膚に対する超音波の作用様式について検討し

た。

第1節　水力学的細孔理論による超音波の効果の解析32）

　皮膚は表皮と真皮から構成され，このうち表皮最外層に存在する角質層が薬

物透過の最大のバリアーである．また，皮膚には毛嚢や汗腺のような付属器官

も存在し，角質層の実質部分に加えてこれらの器官を介したルートも透過ルー
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トとして考えられる。しかしながら，付属器官の占有面積が皮膚全体の0．1％

以下に過ぎず，一般に薬物の透過経路は角質層の実質であるという考え方が定

説である。4）角質層は扁平な角化細胞が重塗し，その間隙を極性基をもつ脂質

の多重層が満たした構造をしており，このような構造的特徴から角質層には透

過ルートとして親水性及び親油性ルートが存在すると考えられている。35－37）

前章の結果から，超音波はこれらの領域のうち親水性領域を介した薬物透過性

を非可逆的に高めていることが推測された．そこで，本節では超音浪の非可逆

的な促進効果の原因を見積もるために，薬物の皮膚透過に関する水力学的細孔

理論43）を利用して親水性領域を介した透過性について解析した．以下にこの理

論の原理を示す．

　定常状態におけるi薬物fiux（J）が親水性及び親油性領域を介したfluxの和

として表せると仮定すると，

J”：Jr　＋Ji）・’・　（10）
　　L　’　」P

ここで下付のL及びPはそれぞれ親油性及び親水性領域を示す．Jしについて

はFickの拡散第一法則，　JについてはFickの拡散第一法則及びKedemと
　　　　　　　　　　　　P
Kachalskyの理論44）を導入すると，（11）及び（12）式のように表される。

　　　JT　：CL，　C．“　”　（11）
　　　　L　V“LN一’O

Jp”CLpCo＋（1－5）“J，．1．，．，Co’　‘　“　（12）

ここでCLは薬物の皮膚透過クリアランス（μ1／h），Coは角質層側薬物濃度

（mg／ml），J、。1ven、は溶媒の容積流（influx，μ1／h）7一δは薬物の反発係数を示し

ている。反発係数は溶質と溶媒を区別する能力を示す指標である．また，

一　gs　一



（12）式は極性ルートを介したfluxが濃度勾配を駆動力とする拡散と容積流

（convective　flow）の項からなることを示している。　（11）及び（12）式を

（10）式に代入し式を整理すると・薬物の皮膚透過クリアランス（CLd，。g）は

（13）式のように表され，J、。lve。、とCLd。、gの関係から親水性領域を介した透過

性に関する情報が得られる．

CLdrug　＝＝　CLL　＋　C］Lp　＋（1－6）’J，．1．，．t　“　’　・　（13）

　この実験では親水性薬物としてアンチピリン（ANP），溶媒として重水

（D20）を用い，1時間超音波前処理した皮膚の水力学的パラメータを算：出し

て未処理皮膚のそれと比較した．：角質層または真皮側に塩化ナトリウムを添加

し，異なる浸透圧条件下で容積流を誘導した。また，この実験で得られるパラ

メータの中でD20のflux（JD20）を親水性領域を介した透過性の指標とした．

　Fig．8a及びbはそれぞれ超音波処理及び未処理皮膚に関するANPの透過ク

リアランス（CLANP）とJD20の関係を示している・このグラフから求めた水力

学的パラメータをTable　4に示す．　Fig．8の結果からわかるように，超音波で

前処理することによりJD20及びCLANPは増加したが，プロットの傾きは有意

に変化しなかった（Table　4）。このことから，親水性の領域が薬物と溶媒とを

区別する能力，すなわち親水性領域を介したANPの通りやすさは超音波処理

によりほとんど影響を受けないと考えられた．一方，超音波前処理した皮膚で

の平均JD20は未処理皮膚のそれの約4倍であり，超音波により角：質層中の親

水性領域を介した透過性が増大していることが明らかとなった。

　皮膚を介した薬物透過係数（K）は（14）式で表される．45）
　　　　　　　　　　　　　　　p

Kp　＝DL（1’E）kLv／TLh　＋DvS／Tph’　’　’　（14）
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　　　　　Lines　and　equations　were　obtained　by　linear　regression　analyses．

　　　　　㊨，3。08　OsmolA；A，00smol／1；翻，一3．080smo1／1．

Table　4　Hydrodynamic　parameters　of　hairSess　rat　skSn

　　　　　　　with　and　with◎ut岨rasonic　pretreatme耐

JD20　（pl／h） ＄一5

without　ultrasound

with　ultrasound

5．300　±　O．558

22．427　±　2．096

O．274　1　O．221

0．311　±　O．218
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ここで，DL及びDvはそれぞれ親油性領域及び基剤中薬物拡散係数，　hは膜

厚，kLVは薬物の親油性領域／基霊気分配係数である．εは空隙率であり，二

二の親水性領域の占有率を示している．τは曲路率であり，屈曲した透過経路

の経路長を補正するパラメータである。この（14）式の中で右辺第2項は親水

性領域を介した透過係数を示している．すなわち，超音波前処理した皮膚で認

められた親水性領域を介した透過性の増大は，空隙率の上昇による親水性領域

の拡大，あるいは曲路率の低下による有効拡散距離の短縮に関係しているもの

と考えられる。

第2節　超音波による皮膚の電気化学的性質の変化46）

　前節において，超音波は角質層中の親水性領域に対して非可逆的に作用し，

親水性薬物の皮膚透過性を高めていると考えられた。このような状況下では，

親水性領域を容易に透過するイオンの透過性も影響を受け，皮膚の電気的性質

が未処理の場合に比べて変化すると推測される．そこで本節では，10Hzの交

流電流を用いて皮膚インピーダンスを測定し，薬物fluxとの関係を見積もり，

またin・vitroイオントフォレーシス法を利用して超音波の効果を解析した。

　皮膚を抵抗とコンデンサーからなる等価回路としてモデル化し，皮膚の電気

的性質を評価する試みが多くの研究者によって行われている．47“50）

Yamamotoら51）は種々周波数の交流電流に対する皮膚インピーダンスの影響を

検討し，低周波数（10Hz）の交流電流で測定した皮膚インピーダンスが角質

層の電気抵抗を反映することを述べている。また，Kohliら52）は水和した皮膚

では10Hzで測定した皮膚インピーダンスが低下すると述べている．したがっ

て，10Hzで測定した皮膚インピーダンスは親油性薬物よりも親水性薬物に対

する角質層の抵抗を反映すると考えられる．Fig．9にイオン性薬物として用い
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Fig．　9　Time　courses　of　BA　and　D20　fiuxes　through　excised　hairless　rat　skin　and

　　　skiR　impedance　measured　at　a　frequency　of　10Hz

た安息香酸イオン（BA）と溶媒として用いたD20の経時的fluxを示し，その

ときの皮膚インピーダンスを併記した．超音波照射前の皮膚インピーダンスは

550－600Ω／cm2で一定であったが，超音波照射により低下し（15・0－200Ω／

cm2），照射後も低下したままであった．一一方，　BA及びD20のfluxは超音波

を照射することにより増加した．このように超音波処理により電気抵抗が非可

逆的に低下し，BA及びD20のfluxの増加がこの電気抵抗の低下とよく対応

していることから，超音波が：角質層の親水性領域に対して非可逆的な作用を及

ぼし，このことが親水性薬物に対する透過促進に直接関係しているものと考え

られた。

　次に，’η贈。イオントフォレーシス法を用いて親水性領域に対する超音波の

影響を解析した．イオントフォレーシスは電場の影響下で荷電した分子の皮膚

透過を促進する方法であり，皮膚を介した電位勾配とイオンの皮膚透過の関係

を物理化学的に評価することができる．10）
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Fig．　10　Effect　of　iontophoresis　on　the　ultrasonic　pretreated　skin

　　　The　symbols　represent　iontophoresis　with　ultrasonic

　　　pretreatment　for　O（○），5（《），15（翻），　and　60　min（⑱）．

　　　Each　data　point　represents　the　mean　一＋　SE　of　3　experiments．

　本実験では超音波前処理または未処理皮膚を用いて定電流イオントフォレー

シスを行い，このときのイオンのfluxと膜を介した電位差を測定した。実験は

角質層及び真皮側溶液としてそれぞれ0．021MのBA及び生理食塩液を用いて

行い，超音波を15－60分間照射した直後から0．1mA／cm2定電流を60分間適用

した。また，両側の皮膚近傍に塩橋を施し，膜を介した電位差を測定した。

Fig．10は超音波処理した後にイオントフォレーシスを適用したときのヘアレス

ラット皮膚を介したBAの累積透過量を示している．　BA伽x，すなわちFig．10

の傾きはいずれの処理でもイオントフォレーシス中に増加しその後低下した。
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しかし，超音波前処理した皮膚でのイオントフォレーシス後のBA　fluxはイオ

ントフォレーシス単独処理のそれよりも高かった。イオントフォレーシスに対

する超音波処理の効果を評価するために，Fig．10のデータを用いてイオント

フオレーシス中のBA　fluxを比較した（Fig．11＞。イオントフオレーシス中の

BA・fluxは超音波処理時間の増加に伴い増大する傾向を示した。一方，60分間

超音波前処理した皮膚とイオントフォレーシス単独処理のイオントフォレーシ

ス中の皮膚を介した電位差を比較すると（Fig．12），超音波前処理した皮膚で明

らかに電位差が低下し，イオントフォレーシスの駆動力が低下していることが

わかった。この結果を物質の膜透過に関する一次式であるNernst－Planck式

（15式）10・53）を用いて考察した．

Ji　：一ui　［R・T（dc，／dx）　＋　z，・F・c，（dXI‘／dx）］　・　e　“　（15）

ここで，（ci）x。、skin、surface、t。　d。n。r　s。luti。n＝βi・cd…　　（16）

式中のJi，　ui，βi，　ci及びcd，及びziはそれぞれi種のflux（mo1・cm．2h－1），移

動度（mol・cm2・cal－1・h－1），皮膚／角質層側溶液問分配係数，皮膚中及び角質

層側溶液濃度（mol・cm“3），及び荷電である。Ψ，　x，　F，　R，及びTはそれぞれ

膜を介した電位差（mV），膜厚（cm），ファラデー定数（96，485　C・mol’i），

気体定数（1．9872　ca1・mol“i・K’1），及び絶対温度（K）である．

　この実験でのイオントフォレーシス中のBAの皮膚に関与する駆動力は

（15）式に示すように濃度勾配と電位勾配である．　（15）式では実測値として

得られるJiとdΨ／dxを除き，皮膚中濃度Ci及び移動度Ui以外は定数である．

したがって，超音波前処理によりイオントフォレーシス中の駆動力（dΨ／dx）

が低下するにもかかわらずBA伽x（Ji）が増加傾向にあるという結果は，超
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音波で前処理したことにより。またはuが変化しているためであると考えら
　　　　　　　　　　　　　　i　C7．　f．一biV．　Vi

れる．　（16）式中の分配係数βiはイオン種のCiに関する補正因子であり，角

質層中の親水性領域の量的なパラメータである．54）また移動度UiはEinstein

の関係式（17式）55）から拡散係数と関係したパラメータであり，イオン種の

移動度を考える場合，親水性領域中での拡散性に関係していると考えられる。

D，＝u，・R・T・“・　（17）
i一　ui

　これらのことから，角質層の親水性領域への薬物分配性あるいは親水性領域

を介した薬物拡散性が超音波処理により非可逆的に変動していることが考えら

れた。

第3節　薬物の皮膚透過パラメータに対する超音波の影響6）

　前節において超音波が薬物の皮膚への分配または皮膚中の拡散性に対して非

可逆的な影響を及ぼしていることが示唆された．そこで本節では，超音波前処

理皮膚での皮膚透過パラメータ（分配係数及び拡散係数）を算出し，未処理皮

膚のそれと比較した．また，親水性及び親油性薬物での超音波の促進効果の違

いについても検討するために，第1章で用いたISDN及びANPをモデル薬物

とした・解析はScheupleinの式（18式）57）に時間tでの累積薬物透過量Q、を

あてはめ，非線形最小二乗法プログラム，MULTI58）（アルゴリズム；Damp－

ing　Gauss　Newton）を用いて拡散係数D及び分配係数kを算出した．

Q，rc　kC．h［Dt／h2－1／6－2／rc2Z｛（一1）n／n2exp（一Dn2rc2t／h2）］・　・　・　（18）
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　　　　　　　with　（A）　and　without（＠）　ultrasonic　preteatment

　　　　　　　Solid　lines　represent　the　fitting　curves　to　Eq．　1．

　　　　　　　Each　data　point　represents　the　mean　±　SE　of　3　experiments．

Tabie　5 Perrreeation　parameters　of　ISDN　and　ANP　ghrough　hairSess　rat　skin

with　and　without　ultrasound

ESDN ANP
without　uRrasound　with　ultrasound without　ultrasound　with　ultrasound

Tiag　（h）

D　（cgn2／s）

k

O．64±O．33

1．72xl　O－io

　29e9

e．s7±o．06

1．93xlO－io

　　28．2

2．1　8±O．08

5．93xle－ii

　　2e27

O．59±O．02＊

20．3xlO－ii＊

　　2e31

＊　p　〈　O．05　（compared　with　non－ultrasound）

D　arsd　k　values　vvere　calculated　frem　fitting　curves　to　equation　（1　8）．
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ここでC．及びhはそれぞれ基剤中薬物濃度（μg／ml）及び膜の厚さ（cm）で

ある．また，hは超音波によって有意に変化しないものと仮定し，ヘァレス

ラット角質層の厚さ，15・4μmを用いた・59）また，式中のDはD…h2／6Ti。g

（Tl、gは透過のlag　time）で表され，　Tl。gを用いて拡散係数を分離評価できる．

　Fig．13a及びbは超音波処理後及び未処理皮膚でのISDN及びANPの累積透

過量の実測値とあてはめ曲線を示している。Table　5にFig．13のデータから計

算したD及びkを示す．Fig。13aからわかるように，超音波前処理した皮膚を

介したISDNの皮膚透過は未処理の皮膚と比べてほとんど同じであり，計算し

たD及びkも未処理のそれらと有意な差はなかった。このことから，ISDNの

透過する領域に対して超音波はほぼ可逆的に作用しているものと考えられた．

一方，超音波前処理した皮膚を介したA：NPの皮膚透過は未処理に比べて明ら

かに増加し，拡散係数は約4倍増加した．しかし，kの値：は未処理の場合と

ほとんど差がなく，超音波によるANPの皮膚透過性の増大は皮膚中での拡散

性の上昇に起因していると考えられた。

　水力学的細孔理論を用いた解析結果（第1節）から，超音波による促進効果

は親水性領域の量的な増大あるいは有効拡散距離の短縮に起因しているものと

推測された。Yamashitaら60・61）は皮膚に対する促進剤，1－geranylazacyclohep－

tane－2－one（GACH）の作用を分配及び拡散パラメータをもとに評価し，その作

用メカニズムについて述べた．分配パラメータ（kうは分配係数（k）と有効
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　l　f．　．’　r1ttT　　1　1

拡散体積（Vi）の積，すなわちki』kiViで表され，親水｛生経路に注目する場合，

その経路に関する量的なパラメータである．拡散パラメータ（D．t＞は拡散係数
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i
（Di）に対する拡散距離（hi）の2乗の商，すなわちDi』DiAli2で表され，薬

物の有効拡散距離に関係するパラメータである．ここで，下付のiは親水性P

または親油性L透過経路のいずれかを示す．GACHは親水性経路に関する分

配パラメータを増加させるが拡散パラメータにほとんど影響せず，これは

一　28　一



GACHが角質層の水和の尤進，すなわち親水性経路の量的な増加によるもので

あることが述べられている。一方，超音波はANPの拡散係数を増加するが分配

係数にほとんど影響しなかった（Table　5）。これらのことから，超音波は親水

性経路の量的な増加よりむしろ有効拡散距離を短縮することにより親水性領域

を介した薬物透過性を高めているものと考えられた。

第4節　薬物透過係数のアレニウスプロットによる超音波の促進効果の

　　　　解析56）

　超音波を媒質中に放射するとき，媒質による超音波エネルギーの吸収のた

め，温度上昇が起こることが知られている．26・40）一方，薬物の拡散性は温度上

昇に伴い増加するため（17式），超音波照射に伴う媒質の温度上昇は薬物の皮

膚透過に影響すると考えられる．第1章で述べたように，拡散セルの循環水の

温度を32℃としたときの角質層側溶液の温度は約36℃まで上昇し（Fig．

5），このことが超音波の可逆的な促進効果に関係しているものと思われた．

本節では超音波の可逆的促進効果の原因を明らかにするために，超音波処理及

び未処理条件下でのヘァレスラット皮膚を介した透過係数，K値をアレニウ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p
スプロットにより解析した．モデル薬物として前節と同様ISDN及びANPを

用いた。

　Fig．14及び15はそれぞれ27－42℃の温度範囲におけるIsDN及びANP　flux

の経時変化を示している．超音波処理群に関しては実験中にわたり超音波を照

射し，超音波照射中の温度上昇は循環水の温度を調節することにより防いだ．

すべての処理でISDN・fluxは一定値を示したため（Fig．14　a及びb），それぞ

れの平均fluxと角質層側薬物適用濃度からK値を算出し，絶対温度の逆数に
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p
対してプロットした．一方，超音波照射中のANP　fluxには経時的な増加が認
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められたため，90－120分のfluxからKp値を算出した（Fig．15）。Fig．16は

ISDN及びANPの超音波処理及び未処理皮膚におけるKp値のアレニウスプ

ロットを示している。また，超音波照射中に角質層側溶液温度が約36℃まで

上昇した第1章の実験系における超音波照射中のKp値も共に示した（Fig．16，

0）．Fig．16aから明らかなように，超音波処理及び未処理のISDNのKp値

のアレニウスプロットの回帰直線はほぼ一致し，それぞれの回帰直線の傾きか

ら計算した皮膚透過の活性化エネルギー（Ea）に有意な差はなかった（Table

6）．また。第1章で得られた超音波照射中のKp値：も超音波未処理の回帰直線

上に一致していることから，第1章で認められた可逆的な促進効果は超音波の

温度の作用によるものであることが明らかとなった．

　一方，超音波処理のANPのプロットの回帰直線は実験：中の温度を正確に維

持したにもかかわらず，未処理の回帰直線から明らかに異なっていた（Fig．

聯縄．5

5防

（
の
、
§
》
島
巻
。
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Fig．　16　Arrhenius　plots　of　the　permeability　coefficients，　Kp　for　ISDN　（a）　and

　　　ANP　（b）　with　（si）　and　without　（tw）　ultrasonic　irradiation

　　　The　open　symbols　represent　the　Kp　values　during　ultrasonic　irradiation

　　　in　chapter　1．

一3丑一



Table　6　Acitivaaien　energies　of　ESDN　and　ANP　for　ahe　perrraeation

　　　　Rkreugh　hairiess　raa　ski“　wieh　and　withoue　uitrasounci

withou置蝋rasound wl鵬u麗『asound

g＄DN

ANP
24ee7　±　10e56

28．34　±　12．le

25e70　±　13eO9　（neS・）

36e18　±　S2n29　（n－S・）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〈kca：／mog）

n．s．；　no　significant　cempared　to　the　data　without　ultrasound　（p＝O．05）

15b）．また，第1章の結果から得られたKp値は超音波未処理の回帰直線上に

一致しなかった．これらの結果はANPの皮膚透過促進に対して温度上昇以外

の超音波の効果が影響していることを示している．さらに，プロットの回帰直

線はISDNよりもANPで超音波の影響を大きく受けていることから，超音波

が親油性領域よりもむしろ親水性領域を介した透過性を高めていることがこれ

らの結果からも考えられた．Mitragotriら38）は超音波の物理的現象の中でキャ

ビテーション効果がフォノフォレーシスに対する最も重要な作用因子であるこ

とを報告した。したがって，ANPを含めた親水性薬物の皮膚透過促進に対して

キャビテーション効果のような温度上昇以外の超音波の物理的現象が関与して

いるものと考えられる。

第5節　角質層脂質に対する超音波の影響46）

　ここまでの検討から超音波が皮膚中の親水性領域を介した透過性を促進する

ことが示唆された．しかしながら，皮膚が超音波によってどのような影響を受

けているのかについては明らかではない。薬物の皮膚透過のバリアーは角質層

であり，高度に組織化した：角質層の構造は，特に親水性薬物に対する透過バリ

アーとなっていることが明らかにされている．62）促進剤を用いた研究ではそ
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の促進機構を解明するために脂質の構造変化に関する研究がフーリエ変換赤外

分光法（FrlR）や弱点走査熱量分析法（Dsc）を用いて行われ，促進剤の効果

が脂質の構造変化の程度と関係していることが報告されている。6365）そこで本

節では，角質層の脂質バリアーに対する超音波の効果を評価するために，角質

層からの脂質漏出量及び皮膚の角質層表面のFrlRスペクトルを測定した。

　角質層脂質は主にセラミド，コレステロール，コレステロール硫酸，及び遊

離脂肪酸などから構成されており，これらが脂質二重層の多重ラメラ構造を形

成して角化細胞間を満たしている。5・66）このうちセラミド類は種によっても

異なるが，角質層脂質の約40－50％，ステロール類は約25　一　30％を占めてい

る。特にセラミド類は角質層下の生きた表皮組織中に含まれるリン脂質が細胞

の角化過程で代謝されることにより生成するため，角質層中に特異的に存在し

ている。そこで本節ではセラミド類及びステロール類の漏出量を指標として超

音波による角質層脂質への影響を見積もった。なお，セラミド類及びステロー

ル類はそれぞれセラミドIV及びコレステロール量として換算した。また，こ

れらの脂質が水に不溶であり，角質層側に水を加えたときに漏出が認められな

かったので界面活性剤として0．1％Tween　20を添加した。　Fig．17a及びbはそ

れぞれ超音波照射後の皮膚から：角質層側溶液へのステロール類及びセラミド類

の漏出量を示している．これらの脂質の漏出量は超音波によって有意に増加

し，超音波照射時間に依存していた．このことから，超音波は皮膚の角質層脂

質に影響を与え促進効果を示していることが示唆された。しかしながら，全反

射型FTIR法で測定した角質層側皮膚表面の吸収スペクトルには超音波処理と

未処理で明らかな差は認められなかった（Fig．18）。ヘァレスラットの角質層

中のステロール類及びセラミド類の総量はそれぞれ240及び170μ9／cm2であ

ることが以前に見積もられている．67）したがって，この実験で測定したこれ

ら脂質の漏出量は総量の約2．5－35％であり，このことは角質層脂質に対する超
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Fig．　18　ATR－FTIR　spectra　of　hairless　rat　skin　surface　with　and　without　ukrasound

　　　applicatien

音波の影響は部分的なものであることを示している．Makら68）はまた，皮膚

の水和が薬物の皮膚透過を促進するにも関わらずFTIRスペクトルは変化しな

いことを示し，これは角質層脂質の相分離により部分的な脂質欠損部位

（permeable　defect）が形成されるためであることを述べている．したがって，

超音波処理によってFTIRスペクトルは変化しないものの，皮膚の水和と同様の

現象が起こっていることが推測できる。

第6節　小括並びに考察

　前章において150kHz，111mW／cm2超音波の薬物皮膚透過促進効果につい

て検討し，超音波による促進効果が可逆的及び非可逆的効果に分けられること

を述べた。本章ではその結果を受けて，はじめに非可逆的促進効果の原因につ

いて検討した．水力学的細孔理論を用いた解析から，超音波が角質層中の親水
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性領域を介した薬物透過性を増大していることがわかった。親水性領域を介し

た薬物透過性の増大は空隙率の上昇または曲路率の低下によって説明されるた

め，超音波が角質層中の親水性領域を量的に拡大していること，あるいは有効

拡散距離を低下していることが考えられた．また，皮膚電気抵抗の低下と親水

性化合物（BA及びD20）のfluxの増加がよく対応していたことから，親水性

領域を介した透過性の増加が超音波による非可逆的促進効果の直接的な原因と

なっているものと思われた．親水性領域を介した透過性の上昇について物理化

学的に評価するためにイオントフォレーシス法を用いて超音波の促進効果を評

価したところ，超音波前処理した皮膚ではイオントフォレーシスの駆動力であ

る電位勾配が未処理に比べて低下するにも関わらず，BA伽xは有意に増加し

た。この結果をNemst－Planckの式にあてはめて考察すると，超音波がイオン種

の膜への見かけの分配あるいは膜中での拡散性を変えているためであると考え

られた．そこで，ISDN及びANPの皮膚透過パラメータ（拡散係数D及び分

配係数k）から超音波の非可逆的促進効果を解析した．ISDNのD及びkの値

は超音波前処理により有意に変化しないことから，ISDNのような親油性薬物

の透過する領域に対して超音波はほぼ可逆的に作用しているものと考えられ

た。一一方，ANPについては超音波前処理によりDの値は増加するが，　kは変

化しなかった．この結果から，超音波が親水性領域の量的な拡大よりむしろそ

の領域の有効拡散距離を低下させているものと考えられた。

　次に，超音波の可逆的な促進効果を明らかにするために透過係数Kのアレ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p
ニウスプロットを用いて検討した．ISDNの超音波処理及び未処理のプロット

の回帰直線はほとんど一致し，また第1章の実験系で得られた超音波照射中の

Kp値が未処理の回帰直線上にほぼ一致した・このことから，超音波の可逆的な

促進効果は超音波の温度上昇に伴う角質層中の薬物拡散性の上昇によるものと

’考えられた．一方，ANPの超音波処理のプロットの回帰直線は未処理の回帰直
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線から明らかに変動し，また第1章から得られたK値も未処理の直線上に一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p
致しなかった．このことから，親水性薬物に対する促進効果は超音波の温度の

効果だけでは説明できず，キャビテーション効果のような温度上昇以外の超音

波の物理的現象が超音波の促進作用に関係しているものと思われた．

　また，0．1％Tween　20を用いて：角質層脂質の漏出を測定した結果は超音波が

コントロールに比べて有意な脂質漏出を起こし，脂質領域に対して有意な影響

を及ぼしていることを示しているものの，その量は総脂質量の2－2．5％程度で

あり脂質の絶対量はほとんど変化していないものと考えられた。さらに，FTIR

の結果は超音波が角質層の脂質領域に有意な影響を及ぼしていないことを示し

ていた。これらの結果から，超音波は角質層の脂質領域に対して量的及び構造

的に有意な変化を与えていないものと考えられた．また，この結果は角質層の

水和が促進されたときに薬物透過性が促進されるが，脂質領域に有意な変化が

現れないという報告68）とよく類似している．この：角質層の水和による薬物の

透過促進は角質層中での親油性領域と親水性領域との相分離に起因することが

述べられている。したがって，超音波処理した皮膚でも同様の現象が起こり，

このことが親水性領域を介した薬物透過性の上昇に関係しているかもしれな

い。

　以上の結果から超音波の薬物皮膚透過促進機構を推測した。超音波照射中に

は温度上昇伴う分子の運動性の増大により：角質層中での薬物拡散性が上昇する

が，照射を中止することにより運動性はもとの状態に戻ると考えられる．この

ことが超音波の可逆的な促進効果として現れたものと思われた．一方，角質層

中の薬物が透過する主たる部位は細胞間脂質であり，山路として存在してい

る．この脂質中に存在する親水性領域は占有率が極めて小さく，36・62）超音波

が薬物の有効拡散距離を短縮するように親水性領域に対してわずかに影響を与

えたとしても，この領域を透過しやすい親水性薬物に対する有意な促進効果と
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して現れたものと考えられる。このことは非可逆的な促進効果に関係している

ものと思われた。

　本章の結果から，フォノフォレーシスは主に親水性薬物に対する吸収促進法

になるものと思われ，候補薬物の選択の点で有用な情報を提供するものと思わ

れる。しかしながら，キャビテーション効果や音圧効果などの超音波の物理的

効果が薬物の皮膚透過促進に対してどのような作用をもつかについては明らか

ではない。薬物の皮膚透過に対する超音波の作用様式を理解することは，超音

波照射条件の最適化のための重要な課題になるものと考えられる．
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第3章　薬物の皮膚透過性に対する超音波と経皮吸

　　　　　　収促進剤の併用効果69）

　ここまでの研究で透過促進法としての超音波の利用について検討し，基剤と

して水を用いた系では超音波が角質層の親水性領域の拡散性を増大し，主に親

水性化合物に対する促進法として超音波が利用できることを示した。しかしな

がら，この研究で用いた超音波装置での最大促進率は10倍程度であり，全身

レベルでの薬物送達を目的とする場合にはより高い促進効果が必要な場合もあ

ると思われる。超音波は物理的エネルギーとして皮膚に適用されるため，その

エネルギーの変更により促進効果を調節することが可能であると考えられる。

しかしながら，用いた超音波装置が低強度域であるため，出力の影響を見積も

ることはできなかった．また，より高出力の超音波の皮膚への適用はキャビ

テーションや温度の効果の結果として，皮膚あるいは皮下組織へのダメージを

誘発する可能性があることを十分に考慮する必要がある．26）　一方，数種の

促進剤や促進法を組み合わせた多成分促進システム，すなわち1・一メントール／

エタノール／水（MEW），70）ミリスチン酸イソプロピル／エタノール／乳

酸（LEI＞71）あるいはd一リモネン／温熱72）併用システムが最近提案され，

これらのシステムが［｛一rS開発に対して有用であることが報告されている。し

たがって，もし他の促進法と超音波のような組合せが効果的な吸収促進効果を

示せば，TTS開発における超音波の利用価値をさらに拡張できると考えられ

る。そこで著者は低強度の超音波でも高い吸収促進効果を期待できる促進法を

調査する目的で経皮吸収促進剤と超音波の併用効果について検討した。
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第1節　超音波と種々促進剤との併用効果

　はじめに，高い促進効果が得られる超音波と促進剤の組み合わせを検索する

ために，数種の代表的な促進剤を選び促進効果を見積もった．促進剤としてモ

ノテルペン類（1一メントール，d一リモネン，及び1一カルボン），73・74）ラウロカ

プラム（Azone⑧〉，75）　モノカプリル酸グリセリド（Sefso1318⑧，　S－318），

76＞　ミリスチン酸イソプロピル（IPM），77）　及びエタノール（EtOH）74）

を用いた。促進剤の適用濃度はこれらの促進剤の研究で用いられている典型的

な濃度を用いた。また，モデル透過物質として，適度な極性と水溶解度を有す

るAMPを用いた．　Table　7は各促進剤単独適用時（J）及び60分間超音波併
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　en
用時（」　）の6－8時間の定常状態fluxを示している．この実験では促進剤を
　　　com
可溶化するために0．1％Tween　20を基剤に添加したので，0．1％Tween　20溶液

をコントロール二二として同様の透過実験を行った．コントロール基剤に関す

る超音波処理（J。、）及び未処理（J。。nt）の定常状態fluxはそれぞれ5．13±0．22及

び9．0（mo．90μg／cm2・hであり，超音波の促進効果は1．8であった．促進効果を

比較するために併用の促進率，E。。m（」。。m／J。。。t）を算出した（Fig．19，クロー

ズドカラム）．S－318，　IPM，またはEtOHと超音波との併用はAMPの皮膚透

過に対して高い促進効果を示さなかったが（E　＝　1．2－4．2），モノテルペン類
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　com
との併用は著しい促進効果を示した（E　＝29－42）．このことから，モノテル
　　　　　　　　　　　　　　　　　com
ペン類と超音波の組合せも他の多成分促進システム同様，有用な促進システム

になり得ると考えられた。また，ここでは超音波を外部駆動力として用いてい

るので，高い促進効果を得ることと共に，超音波による促進効果を比較するこ

とも重要である．したがって，それぞれの促進剤に対してE　（J　／J）を計
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　us　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　com　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　en
算し，併用系における超音波による促進効果を比較した（Fig．19，オープンカ

ラム）．E。、は促進剤の種類に依存し，1一メントール及び1一カルボンの値は他の
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T鋤且e7　Comparison　of　AMP伽x豊rea重ed　w馳慧・men巳ho隔10ne
　　　　　　or　combination　of　E－menthol　and　uXtraseund

NtMPfl　（／　h）
J。。，乳繍 」“一b
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33．06n．27
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fiux　of　O．190　Tween　20　with　ultrasound；　CAMP　fiux　of

enhancer　alone；　dAMP　fiux　of　combined　app｝ication

Each　datum　represents　the　mean　±　SE　of　3　experiments．
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Fig．　19　Enhancement　ratio　for　the　combination　of　ultrasound　and　chemical

　　　　　　　enhancers　and　ultrasound　alone
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促進剤よりも高かった．このことは1一メントールや1一カルボンと超音波との併

用系では他の系よりも超音波照射条件等を変更することによりfluxを調節しや

すいことを示唆し，これらの促進剤は超音波との併用システムに適していると

思われた。

第2節　超音波と促進剤の併用効果に対する超音波照射時間及び促進剤濃度の

　　　　影響

　超音波を利用した促進システムではその照射条件等を変更することにより

fluxを調節できることが望ましいと考えられる．本節ではその可能性を見積も

るために，超音波照射時間及び二二中促進剤濃度の効果を試験した。前節にお

いてE　及びEが最大であった1一メントールとの併用系をモデルシステムと
　　　com　　　　　　　us
して用いた。Fig．20は5％1一メントールを適用し，超音波照射時間を10，30，

及び60分としたときのAMPの定常状態fluxを示している。また，　Fig．21は

超音波照射時間を60分で固定したときのAMP伽xに対する基剤中1一メントーー

ル濃度（1，2．5，及び5％）の影響を示している．5％1一メントールを適用した

とき，超音波照射時間に依存したAMP伽xの増加が認められた（Fig．20）。

また，超音波未処理の場合，1一メントール濃度に無関係にfluxはほぼ一定で

あったが，60分間超音波処理することにより基剤中促進剤濃度に依存したflux

の増加が認められた（Fig．21）．これらの結果から，超音波照射時間や基剤中

促進剤濃度のような条件を変更することにより薬物の経皮吸収速度を調節でき

るものと考えられた。また，Fig．21に示したように超音波処理群でのみAMP

fluxが基剤中1・一メントール濃度に依存したことから，超音波が1一メントールの

皮膚への移行を増加していることが推測された．併用系における超音波の役割

については次節で述べる．
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Fig．　22　Time　course　of　AMP　flux　in　the　pretreatment　experiment　with　ultrasound

　　　or　1－menthol

　　　tw，　pretreatment　with　ultrasound；　A，　pretreatment　with　1一　menthol

　　　Each　data　point　represents　the　mean　±　SE　of　3　experiments．

第3節　超音波と促進剤併用系での超音波の役割

　本節では超音波と促進剤との併用系における超音波の役割について，1一メン

トールとの併用系を用いて検討した．はじめに超音波と1一メント’Vル共存及び

非共存下での促進効果を比較した．Fig．22は5％1一メントール処理後に60分

間超音波処理したとき（超音波と1一メントール共存），及び60分間超音波処理

後に5％1一メントールを適用したとき（超音波と1一メントール非共存）のAMP

fluxの経時変化を示している．超音波処理後の1一メントール適用ではAMP伽x

は1一一メントール単独処理のそれとほとんど同じであった．一方，1一メントール処

理しておいた皮膚に超音波を適用したとき，AMP　fluxの明らかな増加が認め

られた。この結果は促進剤との併用系で高い促進効果を得るためには両者を同

時適用する必要があり，超音波が重要な役割を果たしていることを示してい
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Tabge　8　Cempari＄on　ef　1－menthel　content　gn　＊he　＄ki“　afteer

　　　　　　Xreatment　with　1－menth　og

　1－snenth　og　eoncentratioR

10／o　2．50／o　5e／e
witheut　ultrasounct　3．24±O．19　2．66±O．30

withultraseund　6．10±O．97＊　7．51±1．15＊

4m84±1－33

8．15±1．e3“

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（mg／g　skin）

US，　uitrasound

＊p〈O．05　（compared　with　non　US）

Each　datum　represents　the　mean　±　SE　of　3－6　experiments．
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る。また，この結果は超音波が1一メントールの促進効果を増強していることを

示唆している。

　次に1，2．5，及び5％1一メントールを含有した基剤を用い，超音波処理及

び未処理の場合の皮膚中1一メントール量を比較した。Table　8は1一メントール

単独及び超音波との併用処理後の皮膚中1一メントール量を示している。皮膚中

1一一メントール量は概ね適用した基剤中1一メントール濃度に依存した。また，同

じ基剤中1一メントール濃度で比較するとき，すべての濃度で皮膚中1一メントー

ル量は超音波によって有意に増加した．皮膚中1一メントール量と促進効果の関

係を見積もるために，それぞれの基剤中濃度に対応する皮膚中1一メントール量

とAMP　flux（前節）の関係をプロットした（Fig．23）．AMP・fluxは皮膚中1・一

メントール量に依存して増加し，1一メントール量が約6mglg　skin以上のときに

著しく増加した。これらの結果から，基剤中1一メントールの皮膚への移行を増
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Fig．　24　Combined　effect　of　ultrasound　and　1－menthol　on　the　skin　permeation　of　D20

　　　0，　O．190　Tween　20　without　ultrasound；　tw，　O．1％　Tween　20　with　ultrasound；

　　　A，　590　1－menthol　without　ultrasound；　A，5qo　1－menthol　with　ultrasound

　　　Each　data　point　represents　the　mean　±　SE　of　3　experiments．
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加させることが超音波の役割であると考えられ，併用系で高い促進効果を示す

一つの原因であると考えられた。一方，WilliamsとBarry　78）はモノテルペン

類が極性化合物の角質層中での拡散性を増加することを報告している。また，

皮膚の2層モデルを用いた解析では，1一メントールが角質層側適用二二中の水

性溶媒の角質層への移行を増加することが見積もられている。74）　そこで基

血中溶媒としてD20を用いてその透過性を見積もり，1一メントールの促進作用

に対する超音波の効果について検討した。Fig．24は基剤として用いたD20の

透過プロファイルを示している。1一メントール単独適用はコントロールとして

用いた超音波未処理の0．1％Tween　20に比べてD20の皮膚透過を促進したが，

超音波単独適用はほとんど促進しなかった。また，1一メントールと超音波の併

用処理はムメントール単独に比べてさらにD20の透過を促進し，併用系では

D20の透過を促進するような1一メントールの作用が増強されていることが示さ

れた。

第4節　小括並びに考察

　超音波を用いて高い促進効果を得るために，吸収促進剤との併用効果ついて，

検討した。この実験で用いたすべての促進剤で促進剤単独よりも高い併用効果

（E　）が認められたが，その効果は特にモノテルペン類との併用で顕著で
　com
あった。モノテルペン類との併用効果は超音波なしの0．1％Tween・20と比べて

30－40倍であり，このような併用系もまた他の多成分促進システム同様に全身

送達を目的とした薬物の皮膚透過促進法として有用であることが示された．超

音波と促進剤との併用系では超音波を物理的エネルギーとして適用しているた

め，超音波による促進効果（Eu、）を比較することも重要である．　E。、は促進剤

の種類によって異なり，1・一メントール及び1一カルボンで高い値を示した（Fig．
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19）。すなわち，これらの促進剤との併用は超音波照射条件の変更により薬物

の透過fluxを容易に調節できると考えられ，皮膚透過促進法としての超音波の

有用性をより高めるものと思われる。また，MEWシステムをin・vivoで適用し

たとき，エタノールや1一メントールのような基剤成分の生きた表皮あるいは真

皮層への移行に伴う皮膚刺激により，皮膚血流クリアランスが低下し，∫π競ro

データからの予測よりも低い血中濃度をもたらすことが懸念されている。79・80）

このような現象を引き起こす原因についてはまだ明らかになっていないが，基

剤への添加物の種類を低減できることから，超音波のような駆動力を併用する

ことは少なくともMEWシステムでのエタノールのような化学種に起因する刺

激性を減弱できると思われる。

　E　及びEが最大であった1一メントールを用いて超音波照射時間及び基剤
　　　　　　us　com
中1一メントール濃度の影響を見積もった．AMP伽xはこれらの条件を変更す

ることによって変化した．したがって，これらの条件を変更することにより薬

物の経皮送達速度を調節できる可能性が示された．また，1一メントール単独適

用系でのAMp　fluxは基剤中1一メントール濃度に関係なくほぼ一定値を示した

のに対し，超音波との併用系でのfluxは基剤中1一メントールに依存して増加し

た（Fig．21）．1一メントールは：角質層中に移行することで促進作用を示すた

め，高い促進効果を得るためには基剤中の1一メントールの熱力学的活量を高く

保つ必要があることが述べられている．79）　しかしながら，本実験で用いた

基剤中1一メントールは乳濁しており，すべての基剤で1一メントールの活量は最

大となっている．このことは1一メントール単独系で一定の伽xを示した理由で

あろうと思われる．一方，これらのことを考慮すると，超音波との併用系が高

い促進効果を示した原因として超音波が1一メントールの皮膚への移行を増加し

ていることが推測された．

　そこで，併用系における超音波の役割について1一メントールを用いて検討し
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た。超音波と1一メントール共存下では高い促進効果が認められたものの，非共

存下では1一メントール単独適用の効果と同じであり（Fig．22），高い促進効果

を得るためには両者を同時適用することが必須であることが示された。また，

併用系で処理後の皮膚中1一メントール量は超音波処理によって明らかに増加し

た。皮膚中1一メントール量とAMp伽xの関係はAMPの皮膚透過に対する促

進効果が皮膚中1一メントー・ル量に依存していることを示していた（Fig．23）。

さらに，併用系では極性溶媒であるD20の皮膚透過が1一メントール単独系に

比べて充進した（Fig．24）．これらのことから，促進剤との併用系において，

超音波は促進剤の皮膚への移行量を増加する役割をもつことが明らかとなっ

た。このことは超音波と促進剤の併用系で高い促進効果が得られる一つの理由

であると考えられ，結果として促進剤の作用が増強されているものと考えられ

る。したがって，この併用効果は促進剤のもつ促進能力，あるいはその物理化

学的性質に関連して皮膚への分布量に大きく依存するであろう．今後，このよ

うな併用システムを効果的に利用していくためには，促進メカニズムと皮膚刺

激性に関する情報を集積する必要があると思われる。

　以上，超音波とモノテルペン類のような促進剤を併用することにより高い吸

収促進効果を期待できることが本章で明らかとなり，吸収促進法としての超音

波の利用価値をさらに高めることができるものと考えられた。
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結論

　TTSは優れた治療特性を有しているため，高齢者や薬剤の服用困難な患者に

対する投与剤形として今後重要な位置を占めるものと考えられる。現在治療に

用いられている薬物の多くは皮膚透過性が非常に低いため，安全かつ効果的に

透過性を改善できる経皮吸収促進法の開発に多くの努力が注がれてきた．しか

しながら，一般に高い促進効果が得られる方法は皮膚刺激性が強いことも事実

であり，Trs開発の大きな障壁となっている．一方，フォノフォレーシスは治

療を目的として臨床的に用いられていることから，安全性の面では有用な促進

法になると考えられる。しかしながら，この方法をTTS開発に応用していく

ためには臨床効果だけではなく，皮膚に対する超音波の作用機構を理解し，そ

れをもとに実際の適用を考えるべきである。そこで著者はフォノフォレーシス

における超音波の作用機構，さらにはより効果的なフォノフォレーシスを可能

にする方法として，促進剤との併用効果について検討した．以下に得られた知

見について要約する．

　（1）まずはじめに超音波周波数を選択した．フォノフォレーシスでは20

kHz－16・MHzの広範囲の周波数が研究されているが，　GriffinとTouchstoneの仮

説をもとに150kHzの超音波を用いることにした．また，超音波トランス

デューサーからの超音波出力を天秤法により測定した．その結果，本研究で用

いた超音波装置からの電気的出力が3．7W／cm2のとき，超音波出力は111mW／

cm2であり，通常フォノフォレーシスで用いられる強度よりも低強度であっ

た．また，装置への電気的エネルギー量と超音波エネルギー量の問で差がある

ことから，皮膚に適用される超音波を定量的に評価する際には装置の変換効率

から超音波出力を換算するか，あるいは出力を直接測定することが必要である
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と考えられた。

　この超音波を用いて極性の異なる9種の薬物の皮膚透過に対する超音波の効

果を見積もった．その結果，この超音波による促進効果は可逆的及び非可逆的

効果に分けられ，その効果は親水性薬物に対して高く現れることが明らかと

なった。また，薬物の透過係数と分配係数の関係から，超音波は角質層中の親

水性の透過領域を介した透過性を非可逆的に増大しているものと考えられた．

　（2）超音波の可逆的及び非可逆的促進効果の原因について検討した。はじ

めに非可逆的な効果について検討した．超音波前処理及び未処理皮膚での水力

学的細孔理論を用いた解析から，超音波が非可逆的な角質層の親水性透過領域

の量的な増大または有効拡散距離の短縮を引き起こしていることが示唆され

た。電気化学的手法（皮膚インピーダンス測定及びイオントフォレーシス法）

を用いた解析から，親水性領域に対する超音波の非可逆的作用が親水性薬物へ

の非可逆的透過促進に直接関係していることが明らかとなった．また，イオン

トフォレーシスを用いた解析では，超音波がイオン種の皮膚への分配または拡

散性に影響していることが示唆された．そこで，ISDN及びANPを用いて超

音波前処理及び未処理の皮膚の皮膚透過パラメータ（拡散及び分配係数）を比

較した。ISDNのこれらパラメータは超音波前処理により変化せず，親臨性薬

物が透過する領域に対して超音波は可逆的に作用していると思われた。一方，

ANPでは超音波前処理により拡散性は増大したが分配性はほとんど変化しな

かった。これらのことから，超音波の非可逆的な促進効果は，親水性透過領域

の量的な増大ではなく，むしろ有効拡散距離の短縮に起因しているものと考え

られた。

　薬物の透過係数のアレニウスプロットから超音波の可逆的な促進効果につい

て解析した。超音波処理及び未処理のアレニウスプロットの回帰直線がほぼ一

致し，第1章の超音波照射中のISDNの透過係数が未処理の回帰直線上にプ
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ロットされたことから，超音波の可逆的促進効果は超音波の温度上昇の効果に

よるものであることが明らかとなった．また，超音波処理したANPのプロッ

トの回帰直線が未処理の回帰直線と明らかに異なっていたことから，親水性薬

物の皮膚透過に対して温度上昇以外の超音波の作用が影響していることが明ら

かとなった。

　薬物の皮膚透過に対する最大のバリアーである角質層脂質への影響を脂質漏

出量及びFrlRスペクトル測定から検討した．超音波はコントロールに比べて

角質層脂質の有意な漏出を起こしたが，漏出量は角質庭中に存在する絶対量と

比べて僅かであった。さらに，FTIRによる皮膚表面の解析においても超音波

は有意な影響を及ぼしていなかった．これらのことから，超音波は角質層脂質

に対して量的及び構造的に有意な影響を与えていないものと考えられた。しか

しながら，角質層中の親水性領域は本来量的に極めて少ないため，角質層脂質

に対する超音波の作用が僅かであったとしてもこの領域を介した透過性が有意

に増加したものと考えられた．

　以上の結果から，超音波は：角質層の親水性領域を介した見かけの薬物透過性

を高め，主に親水性薬物に対する経皮吸収促進法として有用であると考えられ

た。

　（3）超音波を皮膚透過促進法として効果的に用いるために，促進剤との併

用効果を検討した．モノテルペン類と超音波の併用は高い促進効果を示し，特

に1一メントールとの併用は超音波の効果が高く現れることがわかった。1一メン

トールとの併用系では超音波適用時間及び基剤中促進剤濃度に依存して薬物

flUXが増加したことから，これらの条件は薬物の経皮吸収に対する制御因子に

なると考えられた．また，超音波と1一一メントール共存下でのみ高い促進効果を

示したことに加えて，超音波が皮膚中1一メントール量を増加し，それに伴い薬

物の透過fluxが増加したことから，この併用系において超音波は促進剤の皮膚
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への移行を増大する役割をもつことが明らかとなった．このような促進剤と超

音波との併用は，超音波強度が低くても十分に高い促進効果を期待でき，有用

な経皮吸収促進法になると考えられた．

　以上，超音波の薬物皮膚透過促進について，in・vitro実験法を用いて論じた。

本研究で得られた知見はフォノフォレーシスを利用する際の候補薬物の選択に

関し，有用な情報を提供できるものと考えられる．また，促進剤と超音波の併

用は吸収促進法としての超音波の利用価値をさらに高めることができると考え

られ，今後期待される物理的方法を利用したより機能的なTrs開発に対して

も有益な情報を提供するものと考えられる．
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実験の部

第1章　実験の部

1。実験材料

　硝酸イソソルビド（ISDN）及びフルルビプロフェン（FP）は東光薬品工業

（株）から，イブプロフェン（IP）は日清製粉（株）から，ケトプロフェン

（KP）は日産化学工業（株）からそれぞれ分与された。アミノピリン

（AMP）及びリドカイン（LC）は和光純薬工業（株）から，アンチピリン

（ANP），シクロバルビタール（CB），及び5一フルオロウラシル（5－FU）は

東京化成工業（株）からそれぞれ購入した。その他の試薬はすべて市販の特級

品または高速液体クロマトグラフ用のものを購入して用いた．

2。超音波発生装置

　電気的発振器（150kHz），電力増幅器，及び超音波トランスデューサー

（150kHz，照射面積3．14cm2）は第一高周波工業（株）より提供された。　Fig．

1の概略図に示したようにそれぞれを接続し，実験に用いた．

3。超音波出力の測定

　「天秤法による超音波出力測定方法」31）（日本電子機械工業会規格，AM－

29）に準じて装置を作成し，超音波出力を測定した。理学電機社製熱天秤

（CN　8078　B　1）の下部にナイロン単線（東洋ナイロン工業（株），直径0．1

mm）で固定したシリコンゴム製超音波吸収板（Wa11gone②，　Consumer　Usage

Laboratories，直径3cm）を接続し，　Fig．25に示すようにアクリル製水槽中に

吊り下げた．水槽下部のステンレススチール製反射コーンの内部は脱気水で満
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Fig．　25　Schematic　diagram　of　water　tank　for　the　radiation　force　barance　method

たし，水槽に対して内部及び外部側にそれぞれ厚さ20及び50μmの塩化ビニ

ル膜を貼ることによって水の漏出を防いだ．水槽内もまた脱気水で満たした。

反射コーン下部に超音波トランスデューサーを固定して受圧板方向に向けて超

音波を照射し，受認板が超音波放射圧を受けるときの重量変化（△m）を測定

した。なお，超音波の伝播を確実にするために，超音波トランスデューサーと

外部膜の間に音響結合材（Sonoge11y⑧，’（株）東芝）を塗布した。測定は30秒

ごとに超音波をONまたはOFFし，これを1サイクルとして10サイクル行

い，これを1回の測定とした．重量変化は熱天秤に付属した記録計で記録し，

その平均値を（6）式に代入して超音波出力を算出した．なお，受圧板の音圧

反射率（R）はFig．26に示した超音波反射率の周波数特性から求め，一2　dBと
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Fig．　26　Effect　of　frequency　on　the　reflection　ratio　of　ultrasound　for　the　ultrasound

　　　　absorber　（Wallgone＠）

して計算に用いた。

4。実験動物

　石川実験動物（株）から購入，もしくは城西大学生命科学研究センターから

分与された雄性ヘァレスラット（WBN／ILA・一Ht，7－8週令，160－180　g）をすべ

ての動物実験に用いた．

5。皮膚の調製

　ペントバルビタールナトリウム（ネンブタール⑭　注射液，ダイナボット

（株））麻酔下（50mg／kg，　i．p．），ヘァレスラット腹部皮膚を摘出し，皮下脂

肪を切除した後に透過実験に供した．stripped　skinは，麻酔後セロハンテープ

（セロテープ⑧，ニチバン（株））で角質層を20回剥離した後同様に摘出し

た．84）
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6。In・vitro皮膚透過実験

　ヘアレスラット摘出皮膚を縦型拡散セル（Fig．1，角質層及び真皮側容積それ

ぞれ5及び125ml，有効拡散面積4．91　cm2）に装着した。角質層側溶液には

その皮膚透過に伴う薬物の熱力学的活量の低下を防ぐために薬物懸濁液がよく

用いられるが，懸濁粒子による超音波の吸収あるいは反射を防ぐために，溶解

度の50％濃度の溶液を適用した．真皮側は蒸留水またはpH　7．4リン酸緩衝液

で満たし，スターヘッドスターラーバーを入れ，マグネティックスターラー

（マルチスターラー⑧MC－301，サイニックス（株））を用いて1200　rpmで撹

拝した。超音波トランスデューサーを皮膚表面から約1mmの距離に固定し，

透過実験開始3－6時間後から1時間超音波を照射した．超音波照射後にも透過

実験を引き続き行い，超音波照射前，照射中，及び照射後の薬物の皮膚透過性

を見積もった。実験中の拡散セルの温度は循環水によって32℃に保ったが，

超音波照射中の角質層側溶液は約35－36℃に上昇した（Fig．5）．経時的に真

皮側液を採取し，同量の蒸留水または緩衝液を補充して容量を一定に保った。

7。薬物の定量

　薬物の定量はHPLCを用いて行った．透過実験で得た試料溶液に内標準物質

のアセトニトリル溶液を同量加え，混合した後16000　rpmで2分間遠心分離し

た上清の一部をHPLCに注入した．以下に示すHPLC装置を用いた．

　　　　　ポンプ　　　：LC－6A（島津製作所（株））

　　　　　検出器　　　　：SPD－6A（島津製作所（株））

　　　　　データ処理　：C－R6A（島津製作所（株））

　　　　　カラム　　　　：Nucleosil　5C18（Macherey　Nage1社），4．6×250　mm

その他の測定条件はTable　9に示した。
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Tabie　9　NPLC　conditions　for　the　anatysi＄　of　drugs　used　in　the　present　study

Drug Mobile　phase DetectioR lnternal　standard

5ギU

ANP

AMP

CB

ISDN

LC

KP

IP

FP

acetonitrile　：　O．1010　phosphoric　acid

　　　（2　：　98）

acetonitrile　：　O．10／o　phosphoric　acid

　　　〈35：65＞

acetonitrile　：　O．　I　O／o　phosphoric　acid

　　　（45：55）　＋　5　mM　sodium　dodecylsulfonate

acetonitrile　：　O．　j　Olo　phosphoric　acid

　　　（35：65）

acetonitrile：Water

　　　（50：50）

acetonitrile　：　O．10／o　phosphoric　acid

　　　〈35　：65）　＋　5　mM　sodium　1－hexanesulfonate

methanol　：　O．10／o　phosphoric　acid

　　　〈75：25）

acetonitrile　：　O．10／o　phosphoric　acid

　　　〈70i30＞

acetonitrile　：　O．10／o　phosphoric　acid

　　　（60：40）

UV　265　nm

UV　245　nm

VV　254　nm

VV　205　nm

UV　220　nm

UV　245　nm

UV　262　nm

UV　262　nm

UV　245　nm

｝a

p－hydroxybenzoic　acid

methyl　ester

p－hydroxybenzoic　acid

propyl　ester

｝a

p－hydroxybeftzoic　acid

buthyl　ester

p－hydroxybenzoic　acid

methyl　ester

p・一hydroxybenzoic　acid

amyl　ester

p－hydroxybenzoic　acid

buthyl　ester

p一一hydroxybenzolc　acid

hexyl　ester

a）　Absolute　calibration　method　was　used．

8。統計処理

統計的有意差は両側t検定により評価した．

第2章 実験：の部

1．実験材料

　　安息香酸ナトリウム（BA，局方品）は山田製薬（株）から，重水（D20）は

Merck社から，　FITC一デキストラン，セラミドIV及びトリプシン（Type　II，

from　porcin　pancrease）はSigma社から，シアン化銀カリウム，ポリオキエチレ

ン（20）ソルビタンモノラウレート（Tween　20），及びコレステロールは和光

純薬工業（株）からそれぞれ購入した。その他の試薬は第1章1．と同じもの

を用いた。
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2。超音波装置

第1章2。と同じものを用いた。

3。実験動物

第1章4。と同じものを用いた。

4。皮膚の調製

第1章5。と同様に調製した。

5。水力学的パラメータの測定43）

　第1章6。と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装着した。

1mg／ml　ANPのD20溶液5mlを角質層側に，体積マーカーとして20　ng／ml

FITC一デキストラン（平均分子量71，200）溶液を真皮側に加え，真皮側を撹搾

した。皮膚を介した溶媒の流れを誘導するために，角質層及び真皮側に3．08，

0，または一3．080smol／l　NaC1のいずれかの濃度を加えた。角質層側に超音波を

1時間照射し，その後ANPの皮膚透過を定常状態とするために12時間保っ

た。その後角質層及び真皮側溶液を同じ溶液と新たに交換し，6時間そのまま

保った．6時間後，真皮側溶液を採取し，ANP，　D20，及びFITCデキストラ

ン濃度を測定した．ANPのクリアランス（CLANp，μ1／h）及びD20　flux

（JD20・Pl／h）はそれぞれの透過係数（Kp・cm／s）と有効拡散面積（cm2）の積

として算出した。

6。皮膚インピーダンスの測定

　第1章6。と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装着し，

0．9％NaClを含有する0．021　M　BAのH20またはD20溶液を，真皮側に生理食
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塩液を加え，真皮側を撹絆した。両側に白金電極を挿入し，インピーダンス

メーター（アドバンス（株））に接続した。測定時のインピーダンスメーター

の出力端子からの電圧は2．5V（10Hz正弦波）であることをオシロスコープ

によって確認した。また，皮膚を装着：していない拡散セルを用いてインピーダ

ンスを測定し，皮膚インピーダンスを補正した。皮膚インピーダンスがほぼ一

定値を示した，実験開始3時間後から1時間角質層側に超音波を照射し，さ

らに実験を8時間まで行った。経時的に皮膚インピーダンスを測定し，また同

時に真皮側溶液を採取し，同量の生理食塩液を補充して容量を一定に保った。

試料溶液中のBAまたはD20濃度からそれぞれのfl・uxを算出し，皮膚インピー

ダンスの変化との比較に用いた。

7。勲傭roイオントフォレーシス実験

　イオントフォレーシス用本極として銀一塩化銀電極を用いた．陽極は白金線

をシアン化銀カリウム溶液中で銀メッキすることにより作成し，陰極はさらに

これを0．1N塩酸溶液中で電気分解して作成した．

　イオントフォレーシス実験はFig．27に示したタイムスケジュールにしたがっ

て行った。第1章6。と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装

着し，0．021MBA及び生理食塩液をそれぞれ：角質層及び真皮側に加え，真皮

側を撹絆した。陰極及び陽極となる竃極をそれぞれ角質層及び真皮側に挿入

し，直流電源装置Phoresor⑧（PM　600，　IOMED社，　SaltLake　City，　UT，　USA）

と接続した。実験開始3時問後から：角：質層側に5，15，または60分間超音波

を照射し，その後60分間0．1mA／cm2直流霊流を皮廟に適用した．経時的に真

皮側溶液を採取し，同量の生理食塩液を補充して容量を一定に保った。コント

ロール実験は超音波照射なしでイオントフォレーシス適用のみとした。

　実験中の皮膚を介した電位差は皮膚を挟んで両側の皮膚近傍に挿入した一対
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Fig．　27　Time　schedules　of　iontophoretic　experiments　using　ultrasonic　pretreated

　　　skin

の塩橋（3M塩化カリウム含有3％寒天ゲル）の間で測定した。これらの塩橋

の逆の端をカロメル電極に導き，カロメル電極をデジタルマルチメーター（TR

6843，竹田理研（株））に接続した．

8。皮膚透過パラメータの測定

　第1章6．と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装着し，角

質層及び真皮側に蒸留水を加えて真皮側を撹絆した．皮膚を水和させるために

12時間保った後，角質層側に1時聞超音波を照射した。その後直ちに角質層

側溶液を1mg／ml　ANPまたは0．1mg／ml　ISDNと交換し，透過実験を開始した．

経時的に真皮側から試料を採取し，同量の蒸留水を補充して容量を一定に保っ

た。コントロール実験：は超音波の適用を除きすべて同じ操作を行った。得られ

た皮膚透過量の値を（18）式へのあてはめ計算に用いた．

9。薬物透過係数のアレニウスプロットのための加競ro皮膚透過実験
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　第1章6。と同様に皮膚を27，32，37，または42℃の水を循環した縦型

拡散セルに装着し，角質層側に100mg／ml　ANPまたは0．1　mg／ml　ISDN，真皮

側に蒸留水を加え，真皮側を撹絆した。定常状態fluxを得るために12時間

保った後，両側の溶液を新たに交換し，透過実験を開始した。その直後から2

時間角質層側に超音波を照射し，その問経時的に真皮側溶液を採取した。同量

の蒸留水を補充し，容量を一定に保った．角質層側溶液中にデジタル温度計

（PG9400，佐藤計量器MFG．（株））を挿入して温度をモニターし，各温度

を正確に維持した．コントロール実験は超音波の適用を除きすべて同じ操作を

行った。

10。摘出皮膚からの脂質溶出量の測定

　第1章6。と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装着し，0．1

％Tween　20及び蒸留水をそれぞれ角質層及び真皮側に加え，真皮側を撹拝し

た。3時間そのまま保った後，角質層側に超音波を5，15，または60分間照

射した。その後角質層及び真皮側溶液3m1を採取し，ステロール類及びセラ

ミド類の定量に供した。コントロール実験では，超音波照射なしで実験開始4

時間後に試料を採取した。

13。皮膚表面のFrlR測定

　第1章6。と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装着し，角

質層及び真皮側にそれぞれD20及び水を加え，真皮側を撹拝した。開始3時

間後から1時間角質層側に超音波を照射し，その後皮膚をセルから除いた。皮

膚に付着した水分を十分に拭い，減圧デシケーター中で2日間乾燥した．乾燥

した皮膚表面はフーリエ変換赤外分光光度計（JIR－3510，日本電子（株））を

用い，全反射（ATR）法により測定した．　IR測定セ！レには亜鉛化セレン単結晶
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TabEe　10　HPLC　conditions　for　the　analysis　of　BA

Mebile　phase Detection Enternag　standard

acetonitrile：pH　2．5　phosphate　buffer

　　　（2　：98）

UV　230　nm p－ethyl　benzoic　acid

（θ灘45。）を用いた。測定条件は解像度2　cm－1，スキャン回数254回とした。

11。薬物の定量

　ANP及びISDNは第1章7。と同様に定量した。　BAは第1章7。と同じ

HPLC装置を用い，　Table　10の条件で測定した．

12．D20の定量

　D20は2512　cm－1の（＞D伸縮振動の吸収強度から定量した．67）2枚のフッ

化カルシウム単結晶の間隙（0．025mm）に試料溶液を注入し，赤外分光光度計

（260－30，　（株）日立製作所）を用いて吸収強度を測定した．

13。脂質の定量

　ステロール類はSugibayashiらの方法75）に準じて定量した．試料溶液3mlを

遠沈管に取り，窒素気流下蒸発乾固した．0．1％FeC13の酢酸溶液6mlを加え，

脂質を溶解した。遠心分離（2000rpm，10℃，5分間）後，上清3mlを別の

遠沈管に取り，硫酸2m1と混合した後，十分発色するまで約30分間放置し

た．この溶液の565nmでの吸光度を紫外可視分光光度計（UV－160A，島津製

作所（株））で測定した．ステロール類の量はコレステロール量として換算し

た。

　セラミド類はLauterとTramsの方法81）に準じて定量した．前述のように試

料3m1を蒸発乾固した後，2N塩酸のメタノール溶液1m1を加え，溶液を5
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時間加熱環流した（80℃）．7N水酸化ナトリウム溶液及び蒸留水0。5　m1を

加えて液をアルカリ性とし，酢酸エチル5m1を加えて振り混ぜ，遠心分離後

酢酸エチル相を分取した。酢酸エチル相を蒸留水で2回洗い，酢酸一酢酸ナト

リウム緩衝液（pH　3．65）及びα5％メチルオレンジ0．1m1を加え，混合した。

遠心分離後，酢酸エチル相を分取し，415nmでの吸光度を紫外可視分光光度

計で測定した。セラミド類はセラミドIV量として換算した。

14．統計処理

統計的有意差は両側t検定により評価した．

第3章　実験：の部

1．実験材料

　Azone⑧は住商ネルソン（株）から，　S－318は日光ケミカル（株）から提供さ

れたものをそれぞれ用いた．1一メントール（局方品）は保栄薬工（株）から，

IPMは東京化成工業（株）から，1一カルボン，　d一リモネン，及びEtOHは和光純

薬工業（株）からそれぞれ購入した．その他の試薬は第1章1。及び第2章

1。と同じものを用いた。

2。超音波装置

第1章2。と同じものを用いた．

3。実験動物

第1章4。と同じものを用いた。
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4。皮膚の調製

　第1章5。と同様に調製した。

5。1π痂ro皮膚透過実験

　すべての促進剤は0．1％Tween　20水溶液で乳化して実験に用いた。促進剤濃

度はTable　8に示した濃度を用い，これらは他の研究で用いられている典型的

な濃度を選んだ．第1章6．と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セ

ルに装着し，角質層及び真皮側にそれぞれ1％AMPを含有する促進剤溶液及

び蒸留水を適用し，真皮側を撹搾した．超音波は実験開始直後から60分間角

質層側に照射した。経時的に真皮側から試料を採取し，同量の蒸留水を補充し

て容量を一定に保った．超音波照射中の温度上昇は水槽の温度を制御すること

により防いだ。

　1一メントールを用いた検討では，超音波照射時間を60分間に固定して角質層

側適用基剤中1一メントール濃度を1」2．5，及び5％と変化させるか，もしくは

1一メントール濃度を5％に固定して超音波照射時間を10，30，及び60分間と変

化させた．

6。超音波または1一メントール前処理実験法

　この実験のタイムスケジュールをFig．27に示す．超音波前処理の実験はは

じめに1一メントールを含有しない1％AMp溶液を角質層側に加え，実験：開始

4時間後から60分間超音波を適用した．その後，：角質層側溶液を5％1一メン

トールを含有する1％AMp溶液に交換し，超音波と促進剤が共存しない条件

とした。1一メントール前処理では，角質層側に591。・1・・メントールを含有する1％

AMPをはじめから適用し，実験開始4時間後から超音波を60分間照射する
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Fig．　28　Time　schedules　for　pretreatment　experiment　with　ultrasound　or　1－menthol

ことで，超音波と促進剤が共存する条件とした．超音波照射後に角質層側溶液

を新たに交換した．他の方法は第3章5．と同様に操作した．

7。皮膚中1一メントール量の測定82）

　第1章6．と同様に皮膚を32℃の水を循環した縦型拡散セルに装着し，角

質層側に1，25，または5％1一メントール溶液，真皮側に蒸留水を加えて，真

皮側を撹拝した．実験開始4時間後から60分間：角質層側に超音波を照射し，

その後皮膚を拡散セルから取り除いた．皮膚表面を蒸留水で3回洗った後，表

面の水牽拭い，有効拡散面積部分を切り取り，正確に重量を量った．この皮膚

組織を遠沈管に取り，内標準物質として0．1％1一カルボンを含有する1，4一ジオキ

サン溶液を加えた．遠沈管を超音波洗浄器（Branson　5200，ヤマト科学）に浸

し，20分間超音波処理することにより1・メントールを抽出した．遠心分離後上

清を分取し，ガスクロマトグラフ法にて1一一メントールを定量した．
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8。薬物の定量

AMPは第1章7。 と同じ条件で定量した．

9。1一メントールの定量

　1一メントールの定量はFID検出器付きガスクロマトグラフ装置（GC－14A，島

津製作所（株））を用いて行った．82）測定条件は以下の通りとした．

　　　　　　カラム　　　　　　　：OV－17（GLサイエンス（株））

　　　　　　カラム温度　　　　　　：120℃

　　　　　　インジェクション温度　：160℃

　　　　　　検出器温度　　　　　　　：160℃

　　　　　　キャリアガス　　　　　：N
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2
　　　　　　流速　　　　　　　　　：50　ml／min

10。統計処理

　統計的有意差は両側t検定により評価した．
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