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総論の部

緒言

　近年の皮膚適用製剤の進歩はめざましく，多くの経皮吸収型製剤が

開発された1）．これらは，薬物が皮膚中血管に移行して薬効を発揮す

るいわゆる全身作用型製剤と表皮中に滞留または適用部位皮下の筋肉

に移行して効果を発揮する局所作用型製剤に大別される2）。全身作用

を目的とした皮膚適用製剤は注射剤や経口製剤と同様な全身レベルで

の治療が可能で，その特徴としては，長時間にわたり薬物の有効血中

濃度を維持できること，肝臓での初回通過効果を回避できること，副

作用発現時に投与の中断ができること，投与回数を減らし患者のコン

プライアンスの向上をはかることが可能など3），多くの利点を有して

いる．一方，局所作用を目的とする皮膚適用製剤の利点としては，病

巣部へ効率的に薬物を送達し，全身的な副作用を低くすることが考え

られている．また，最近ペプチドなどの薬物も皮膚に適用するという

試みもなされ，適用部位としての皮膚の応用範囲が拡大している4）．

　これらの製剤開発にはそれぞれ異なった点が要求されることに注

意する必要がある．すなわち，この両製剤は，適用方法，形状におい

て類似しており，薬効を得る上で皮膚最外層に位置する角質層での高

い薬物透過性が必要である点で同じであるが，適用部位局所をターゲ

ットとした製剤の場合，局所での一定以上の薬物濃度とその維持が重

要であり5・6），全身への薬物移行はむしろ副作用の可能性や局所適用

の意義から考えると好ましくない．一方，全身をターゲットとした皮

膚適用製剤では，薬物の角質層透過速度により血漿中濃度がほぼ決定

されるので，適用部位局所での薬物の滞留は必要なく，むしろそれは
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局所での刺激等との関連から好ましくない7）．したがって，角質層透

過後の薬物動態を明らかにすることは，どちらの製剤を研究開発する

場合でも意義深いと考えられる8）。

　局所適用後の薬物吸収とターゲティングの効率は種々の実験法に

より評価されてきた9－11）。1n　vitro皮膚透過実験は角質層の透過律速を

解明するのに広範に利用されている12）．しかし，摘出皮膚を用いた皮

膚中濃度の測定は加卿0の結果とずれる傾向がある13）．一方，功卿0

実験は時間や労力がかかる割にはデータのばらつきが大きく，1時点

1殺の測定をしなければならないために効率がよくない14）．全身作用

を目的とする製剤に限れば，deconvolution法などを適用してすでにin

聯。一加ゆ。相関が検討され，十分ではないものの，ほぼ満足できる

結果が得られている15・16）．これに対し，局所作用を目的としたもので

は，in・vitro系で高い皮膚透過が見られたとしても宅送。系において

必ずしも高い適用部位下組織（例えば筋肉）移行が見られるとは限ら

ない．このような状況から，角質層透過後の皮内及び皮下の組織内の

薬物の移動，分布，代謝に関する詳細な検討は十分行われていない．

　例えば非ステロイド性抗炎症薬（NSAIDs）等では，皮膚に適用した

製剤から皮下の炎症部位組織に直接的に送達されることが望ましいが，

これらの製剤の有効性は主に薬理効果だけで評価されており17），炎症

部位局所の薬物が皮膚から直接移行したものか，もしくは全身循環血

から移行したものかの分離評価は十分でなく，その評価を可能にする

理論もまだ確立されていない．

　Riviereらは，局所適用したマラチオンが皮膚中の全身循環系へ完全

に除去されることはなく，皮膚血管が完全シンクとして作用すること

はないということを報告している18）。また，Singhらもりドカインに

おいて皮膚中の脈管系が完全シンクとならないと報告している19＞．ま
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た，瀬古らは4つのモデルを仮定し実測値とシミュレーションから血

管系が完全なシンクとして作用しないことを証明している20）．これら

のことより，最大のバリアとなっている角質層を透過した後の薬物の

移行過程は，真皮中の毛細血管を経て全身循環系へ移行するものと皮

下の組織への拡散による直接移行に分けられる。したがって，皮膚に

適用された薬物の局所作用は，全身循環系に一度移行してから皮下の

組織（筋肉など）に血流を介して再分布したものと，皮膚中血流に移

行せずに直接皮下の組織に拡散により移行したものの和になっている

と推測される。しかし，これらの移行率やBioavailabilityなどは定量

的に解明されておらず，学問的裏付けもなされていない．

　すでに，これらの現象を定量的に評価する目的で，Singhらは局所

適用後の深さ方向の薬物の組織中濃度分布と血漿中濃度を測定し，皮

膚，皮下の組織及び全身循環系を8個のコンパートメントからなるフ

ァルマコキネティックモデルを構築し，皮下組織中の薬物の移行経路

の分離評価を行っている19・21－24）。彼らのアプローチは画期的ではある

が，このモデルでは評価するためのパラメータの数が多く複雑であり，

その解析は一般に困難である．また，他の研究者からも一部皮内薬物

動態のモデルが提示されているが，それらもまた複雑なモデルを用い

ている25”28）。特に，皮内動態の薬物間の違い29）や適用条件を変えたと

きの結果の変化を考察する際，パラメータの数が多いことは大きな欠

点となる．

　皮内動態を評価するための新しい実験方法としては，マイクロダイ

アリシスの利用30・31）や摘出皮膚門流実験法32冒36）の応用についていくつ

かの報告が見られる．しかし，これらの方法では薬物の皮内動態を定

量的に収支計算するのが難しく，変動が大きいなどの問題がある．皮

膚適用後の薬物の全身循環系及び皮下の組織への移行性についての薬
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物問の差異や適用条件による変化をも包含した形で評価でき，かつ未

知の結果を予測可能なモデルの確立が理想である．そのためには，移

行の各過程が，薬物の違いや適用条件の違いによりどのように変化す

るかを十分理解する必要がある。そこで本研究において，薬物の皮内

動態をより明確に見積もることが可能であるヘアレスラットin　situ

実験：法を確立し，種々薬物の皮内動態を解析し，さらに種々添加剤の

併用効果について検討した．第1章では，本研究で用いた実験法の確

立と生物薬剤学的側面からの評価，すなわち薬物の体内動態に及ぼす

実験処理の影響とヘアレスラット腹部皮下に埋め込んだディスク状ゲ

ルの薬物分布組織としての位置づけについて概説し，皮内および皮下

への移行性を見積もった。第2章では，種々薬物の皮内および皮下へ

の移行性を見積もり，各薬物の物理化学的パラメータとの関係につい

て評価した．さらに，第3章では，内因性物質（血管作用薬）と吸収

促進剤の併用による薬物の皮内動態に及ぼす影響について検討した．
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第1章　薬物の皮内動態解析法の確立37）

　皮膚に適用された薬物は，最大のバリアとなっている角質層を透過

した後，真皮中の毛細血管から全身循環系へ移行するものと皮下の組

織に拡散していくものに分けられるが，その振り分けがどのような要

因により決定するかを明らかにすることが皮内薬物動態の全体像を理

解するために重要である38）。したがって，各過程を分離評価できる実

験法，すなわち皮膚内での薬物の移行過程を可能な限り単純なモデル

で記述でき，各過程の変化を定量的に評価できる実験法の開発が必要

である．そのための新しい実験法として，実験動物の皮下に寒天ゲル

を挿入したFig．1に示す方法が有望であると考えた．：Fig．1aは薬物

の皮内および皮下動態を示したものである。この図のように皮内およ

び皮下での薬物の出入りが複雑で物質収支を明らかにするためには評

価するためのパラメータが非常に多くなり，解析するにあたり困難を

伴う．そこでFig．1bに示す方法を用いることにより，簡便に皮内動

態を評価することを目的とした。この方法により解析するためのパラ

メータの数が減り，皮内の同素過程が明確になると考えた．しかし，

この実験：方法を用いるためには，以下に示すような条件が満たされて

いる必要がある。すなわち，ディスク状ゲルの動物への挿入により，

動物の体力の極度な消耗や体内動態の大きな変化が生じないこと，ま

た皮膚適用により全身循環や皮下ディスク状ゲルに定量可能な量が移

行することが条件となる．さらに，得られた結果の評価にあたり，デ

ィスク状ゲルが薬物分布部位としてどのような位置づけになるのかを

理解していることが必要である．すなわち，ディスク状ゲルが分布平

衡に達することがなく体外として振る舞うか，分布平衡に達する動物

の臓器の一部のように振る舞うかが判明していなければ，ディスク状
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ゲル中の薬物量の大小を議論することにまったく意味を持たせること

ができない．

　そこで本章では，実験：動物として経皮吸収性が多くの薬物で明らか

になっているヘアレスラットを選び39），実験系を確立する目的で上述

各項目を評価するために以下の検討を行った．

　本章第1節は寒天ゲル挿入ラットの作成法について，第2節にお

いては，この実験法を用いた時の急速静注による全身循環系からの消

失動態について，第3節には，点滴静注時の全身循環系から皮下のデ

ィスク状ゲルへの薬物移行性について，また，第4節では，皮膚に薬

物含有ゲルを適用した後の全身循環系への吸収と皮下のディスク状ゲ

ルへの移行について，さらに，第5節には，筋肉と寒天ゲルへの移行

性の違いを比較した。

（a）　generai　condition （b）　experirrieRtag　coRdition

麟9・且　S磯e鵬証蓋¢repres㊧簸繍量。麗奮or《豊r騒g　d藍s鍵os瀬。簸負鵬k蓋醜
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第1節　皮内動態を評価するための寒天ゲル挿入ラットの

　　　　作成

　本節では，皮膚と皮下の筋肉の間に仮想の組織としてディスク状ゲ

ルを挿入し，その中への薬物移行を定量するという方法を試みた．初

めに，ディスク状ゲル挿入ラットの作成法について述べる．素材とし

ては，生体に対し比較的非浸襲的でかつ薬物が抽出できるものとして，

寒天を選択した。まず，寒天粉末妻pH：7．4等張リン酸緩衝液で80℃

にて加温溶解して2．5％溶液を調製した。次に，その溶液をポリスチ

レン製組織培養用ディッシュに流し込み，片面をガーゼの付いたポリ

エチレンシートでシールして，室温で冷却後，冷蔵庫に保存した．調

製した寒天ゲルは重さ約6g，厚さ5㎜，直径3．85　cmである．

　通常の皮膚適用では，筋肉内の薬物濃度は皮膚から拡散により移行

したものと筋肉内の全身循環系から移行したものの和になるが，薬物

不透過性のシートでシールされているディスク状ゲルを挿入した場合

では，ゲルへの薬物移行は製剤と皮膚からの拡散に限定される．した

がって，評価が必要となるパラメータ数が少なくなり，解析が容易で

薬物移動の毒素過程がより明確になることが期待できる．

　実験動物には体重220～300gの雄性ヘアレスラット（WBNIILA－

Hのをウレタン水溶液により麻酔したものを用いた。このラットの下

腹部皮膚約5c醗を正中線に垂直方向に切り，さらに皮膚一皮下組織

間を切った．そこに，シールしていない寒天ゲル表面が皮膚裏側（真

皮），ポリエチレンシート面が皮下の筋肉側に接するように挿入した。

その際，挿入部位が傷つくことなく，皮下に持続的な出血がないこと

を確認した．また，ラットの挿入部位の角質層側表面に製剤適用用の

ガラスセル（有効拡散面積：3．14cm）を接着した（Fi　g．2）．

7



　drug
glasscell

　skin
2．5e！oag
backing

muscle

鮒ド”圏“『

聞騨
…
帥
ポ
．
．華

藩

．
三
虚
』

漏
ず

｝　t）・

　　　．二声．ダ鱒

　　ノ「

　　　　　ぐ
　　ゐ　　彫，・・…th
smm　1’1．／1，tw

　　櫨“I
　　i’itt’．X
　　　銘〆餅　．

　　1窪．憩t．一一k．

Fig．2　Experimental　set　up

第2節　In　situ実験の消失動態の評価

モデル薬物として，オクタノールー水分配係数（K　ofw）が比較的高く，

脂溶性である非ステロイド性抗炎症薬のフルルビプロフェン（FP，

M．w．：244．27）40・　41）を選択した（Fig．3）．

　前節で示した寒天ゲル皮下挿入ラットにこの薬物を静脈内投与し

て消失動態を調べ，未処理のラットと比較した．

　寒天ゲルを挿入する手術でヘアレスラットの体力減弱等による全

身クリアランスの低下が懸念される．そこで寒天ゲルを挿入したヘア

レスラットと，挿入していないヘアレスラットに，pH7．4等張リン酸

緩衝液に溶解したFPを2mg／kg静脈内単回投与し，血漿中濃度推移

を比較した．
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　　　　　　　　M．W．　：244．26
　　　　　　　　m．p．　：113℃
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　　　　　　　　pKa　’　：3．73
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　Fig．4にはその時の血漿中濃度一時間曲線を示す。この結果から線

形2一コンパートメントモデルを仮定し，非線形最小二乗法

（aEgorithgn：Damping　Gauss　Newton）42・43）を用いて解析した。得られた

体内動態パラメータをTable　1に示す．　Fig．4及びTable　1より，寒

天ゲルを挿入したヘアレスラットでは挿入していないヘアレスラット

と比較して全身クリアランス（CL，。t）が若干高いものの有意差はなく，

手術によるラットの体力消耗や体内動態の変化は問題にならないもの

と考えた．

　次に，寒天ゲルを挿入したヘアレスラットの定常状態時でのFPの

体内動態をさらに詳細に検討する目的で，種々速度で6時間もしくは

10時間までFPの点滴静注を行った．その際，　FPの生物学的半減期

が長いため，点滴実験初期より定常状態が得られるように急速静注に

よる初期負荷を併用した44）．Fig．5に，点滴静注後の血漿中濃度一時

間曲線を示す．急速静注による初期負荷を与えることで，実験初期か

ら一定の血漿中濃度が得られた。
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mtact　rat agar　gel－inserted　rat

Dose　（mg／kg）

　　　　A　（ptg／ml）

　　　　　　α（h闇1）

　　　　B（μ9／m豆）

　　　　　　6　th－i）

CLt．t　（ml／h／kg）

　　　　　　2．0

20．54　±　O．95

　3．17　±　O．15

　6．94　±　O．22

0．12　±　O．005

31．73　±　2．05

　　　　　　2．0

18．34　±　1．14

　2．85　±　O．34

　6．68　±　O．07

0．13　±　O．012

33．47　±　2．71

Each　value　represents　the　mean　±　S．E．　of　3　experiments．

10



0

8
　
　
　
　
　
　
6
　
　
　
　
　
　
4
　
　
　
　
　
　
2

（
頑
＼
b
D
気
）
山
巳
。
ぎ
罷
着
の
Q
蔭
8
邸
§
邸
臨

0

ee

Q

pt

▽
囲

tw

O

画

＠

O

面

as

囲

tw

囲

2 4　　　　6
Time　（h）

8 10

四丁．5　P鼠麗醗鼠co麗磯当職電董囎of｝FP伽臨豊9∴y。鼠慮魍s董磯下平
　　　　重踊電輪握璽餓d量整丑9藍麗agar　ge鉱毒㊧r駝（温聡重s

　　　　Infusion　rate（μg／h／kg）：　㊥；206．19，ぬ；98．04，睡；4651

　　　　　　　　　　　　　　　〈〉；　i36．36，　V；　48．54

　Fig．6には定常状態血漿中濃度と投与速度の関係を示す．この定常

状態血漿中濃度は，実験最終時間の血漿中濃度を含め後ろから三：点の

平均値で示した．各点での投与速度を定常状態血漿中濃度で除した値

は各ラットでの全身クリアランスとなる。Fig．6中の二本の直線は，

静脈内単回投与実験の時に求めた全身クリアランス（Table　1）から予

想される95％信頼限界を示したものである。ほとんどのプロットが

この95％信頼区間内に入っており，また各ラットでの全身クリアラ

ンスの値に投与速度依存性が認められないことからFPの体内動態

は線形であると考えた。
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第3節　全身循環系から皮下への移行性の評価

　全身循環系から皮下に挿入した寒天ゲル中へのFPの移行分布特

性を理解することは，本実験法で得られる結果を解釈する上で重要で

ある。皮下寒天ゲルへのFPの移行特性は以下の2つの異なる状態

が考えられる．1つは寒天ゲルと血漿間でのFPの移動が速く，FPの

分配が平衡に達している状態（Model　I），もう一つは寒天ゲルと血

漿間でのFPの分配が平衡に達せず，　FPの寒天ゲルへの移行が主で

ある状態（Model　n）である45）。寒天ゲル中と血漿間での分配が平衡

であると考えるModel　Iの場合，寒天ゲル中濃度／血漿中濃度比が一一

定であり，寒天ゲルがほぼ一定の容積であるため，寒天ゲル中量／血漿

12



Model　I

　　　formulation

epidermis

cutaneous
blood　vessel

　dermis

agar　gel

backl簸9

Model　II

　　　formulation

X．　＝equilibrium　constant　x　C．　X＝　rate　constant　x　AUC

g　　　　’　p　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O吋∫　　　　　　　　　　　　　　　　　　g
　】F量薯・7　Scぬ㊧磁心量。騰p騰se鵬雨垂囎奮⑪r　sk養賂黙止懐郷ok量舗石醜

中濃度の比も一定となる（Fig．7，　Mode亙1）．一方，寒天ゲルへの薬

物の移行過程が主であるModeE［IIの場合，寒天ゲルが見かけ上ラッ

トの体外またはシンクとして位置づけられ，ゲル中への薬物移行速度

は血漿中薬物濃度に速度定数を掛けた値となり，寒天ゲル中への薬物

移行量（Xg）は血漿中薬物濃度のAUC。＿、に速度定数を掛けたものに

なる（Fig．7，　Model　ll）。したがって，寒天ゲル中薬物量X　は，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　g
Model　Iでは血漿中濃度に，　Model　IIでは血漿中濃度のAUCo＿tに

比例することになる。

　Fig．8aは，　FPの点滴静注終了時，すなわち6時間または10時

三目の血漿中濃度（Cp）と皮下寒天ゲル中内の薬物量（Xg）との関係

を示す．点滴静注終了時の血漿中濃度と寒天ゲル中薬物量は，各点滴

静注時間内では比例関係が認められたが，点滴静注時間問では異なっ

て二本の別な回帰直線で示された．

　Fig．8bは，点滴静注終了までの血漿中FP濃度のAucと皮下寒

天ゲル中の薬物量の関係を示したものである。回帰直線は，6時間と

13



10時間のすべてのプロットを用いて計算した。全てのデータは点滴静

注時間に有意な差は認められず，ほぼ同一直線上にプロットされた．

また，Table　2に各時間でのFig．8a，　bそれぞれの傾きであるCg／C，

（但しC　はゲル中薬物濃度）および全身循環系から皮下寒天ゲルへ
　　　　g
の移行クリアランス（Dermal　clearance）と注入速度の関係を示す。注

入速度によってCIC比は変わらなかった。しかしながら，10hでの
　　　　　　　　g’　’p

比は6hの値より高かった。一方，移行クリアランスは2つの実験：

時間（6h，10h）でほぼ同様の値を示した。これらの結果から，寒天

ゲルと血漿間のFPの分配は平衡に達していないと考えられた．すな

わち，寒天ゲルから血液中への戻りは無視でき，皮下寒天ゲルが見か

け上ラットの体外として位置づけられ，寒天ゲルへの全身循環血から

の薬物の移行は生物薬剤学的には寒天ゲルへの薬物の排泄という形で

の
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TabRe　2

Experimental　period

豆nf縫sion　rate

（pgth／kg）

C／Cp　r舗。蹴盛derm舗de蹴鱒¢㊧oぼ羅鍾s鵬dy醜我眈

　　　　　　　6h　IOhCg／Cp

（×　IO－2）

Derma！　clearance

　（pl／h）

Cノ（］P

（xlO－2）

Dermal　clearance

　（pl／h）

5◎

盾盾

T0

5．iS　±　1．30

4．74　±　1．24

5．4i　±　O．749

42．0　±　9．31

38，2　dr　8．69

42．9　±　5．41

8．33　±　O．fB　1

8．es　±　e．T1

8．T　±　O．652

43．3　±　3．69

42．0　±　2．44

37．3　±　6．13

］Each　value　represents　the　mean　±　S．E．　of　3　experiments．

捕らえることが可能であった．以上より，この実験時間と投与量の範

囲ではクリアランスは一定であることが分かった．

　さらに，この皮膚クリアランスは全身クリアランスのわずか0．5％

であり，寒天ゲル挿入によるラットへの体内動態への影響はほとんど

ないものと考えた．

第4節　皮膚適用後の皮内動態および皮下移行性の評価

　前節の結果から，皮下の脈管系から寒天ゲルへのFP移行量は，血

漿中濃度のAucからFig．8b中の回帰式を用いて予測可能であるこ

とが明らかとなった．もし皮膚適用後の皮下寒天ゲル中へのFPの移

行に製剤からの直接移行が存在し，その量が本実験法によって検出可

能であれば，寒天ゲル中量はFig．8bから予想される薬物量より高く

なると考えられる。そこでFP水性ゲルの皮膚適用実験を行った。

　Fig．9は，　Fig．8bに示したAUCと皮下寒天ゲル中累積FP量の

関係に皮膚適用実験のデータを加えたものである。皮膚適用群のプロ

ットは点滴静注実験での直線から明らかにずれており，皮膚適用後の

皮下寒天ゲル中への薬物移行には全身循環系からだけではなく直接移

行する部分も存在することが示唆された．なお，Fig．9のデータを用
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＊　P〈O．OS　vai　ues　are　significantly　different　from　the　i．v．　infusion　group．

［grhe　gine　was　caRc“lated　by　10kk一　and　6h－data　for　i．v．　infusioR　（y　：　O．039x）．

いて皮下寒天ゲルに移行した総FP量から，回帰直線により計算され

る全身循環系を経て移行したFP量を差し引くことにより，皮下へ直

接移行したFP量が求められるe

　Fig．10aにはFPの皮膚適用後の血漿中濃度プロファイル，同b

にはその際の皮下寒天ゲル中への累積移行量を示す．皮膚適用により，

FPの血液申への吸収と皮下への移行が認められた．また，血漿中濃

度と寒天ゲル中の累積薬物量は時間とともに増加した。全身循環系か

ら皮下寒天ゲルへ移行したFP量は，点滴静注実験の結果から得られ
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　　　　E我。薮poi齪represe醜s驚蝕e　me脇±SE．　of　5　expe翻me魏s．

た皮膚クリアランスの平均値を用い，皮膚適用後の各時間までのAUC

から計算して求めた。

　Fig．10bには皮膚適用した製剤から直接寒天ゲルに移行したFP

量と全身循環系から寒天ゲルへのFP移行量推移も合わせて示した．

計算の結果，皮下寒天ゲル中に移行した薬物量のうち，全身循環系を

経て移行したものは約30％であり，残りが直接移行したものである

と推定されたeこれらの結果より，本実験法を用いることで皮膚適用

後の薬物の吸収過程での移行動態の定量的な評価が可能であることが

示唆された．

　Fig．10cには，皮膚適用した時の血漿中濃度推移からdeconvolution

することにより計算した薬物の吸収量を示す．この吸収量と皮下の寒

天ゲルに皮膚中の全身循環系を避けて直接移行した薬物量を加えたも

のが全吸収量となる。全吸収量に対し，皮下寒天ゲル中への直接移行
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量は10hで0．8％（1．43±0．158μg）であり，全身循環系への移行量

は99．2％（175±36．4μg）であった。これらの結果より，皮膚中に浸

透したFPの大部分が皮膚中血管系に吸収されるが，皮膚中血管系は

完全なシンクではなく，皮膚中FPの一部が皮下に拡散することが明

白となった．

第5節　筋肉内移行性との比較

　前節までに，ヘアレスラットの腹部皮下に寒天ゲル（面積，11．6

cm2 jを挿入するin・sim実験法を用いて皮膚適用（適用面積，3．14　cm2）

後の薬物の皮下移行動態を解明した。ここでラットに挿入した寒天ゲ

ル中の薬物動態が実際の組織である筋肉や皮下中の動態とどの程度異

なるかは極めて興味のある問題である．そこで，まず寒天ゲルを挿入

していないintactなラット（in　vivo）にFPを腹部皮膚適用（適用面

積，3．14cm2）し，　FPの筋肉移行性を測定することとした。ここでは

全身血中薬物レベルを等しくするため，単一ラットからFP適用部位

下の筋肉と非適用部位下の筋肉（それぞれ0．75g）を摘出しFP量を

測定した．また，このin　vivo実験：法と前節までに示した寒天ゲルを

挿入したin・situ実験法を比較する前に，それらの中間モデルとして寒

天ゲル（面積，3．14cm2）を腹部両側の皮下に2つ挿入し，片側だけ

にFPを皮膚適用するin∫鋤実験方法を併用して各々の方法と比較

することとした。

　Fig．11に皮下挿入寒天ゲルが1つの場合と2つの場合の血漿中

濃度推移と適用部位直下と非適用部位下の累積寒天ゲル中量推移を示

す．挿入寒天ゲルが1つ場合の非適用部位下のゲル申量としては，前

18
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節に算出した全身循環系から分布した量（計算値）をプロットした（Fig．

11b，　open　cirde）．血漿中濃度推移は皮下に2個の寒天ゲルを挿入し

た群が1個のゲルを挿入した群より高い値を示し，一方，累積寒天ゲ

ル中量推移は製剤適用部位，非：適用部位ともゲルが1つの場合の方が

高い値を示した．これら2つの実験系における結果の違いは製剤を適

用した部位の皮膚透過性の違いや挿入したゲル面積の違いなどに由来

するものと思われる。また，ゲルが1つの場合は製剤を正中線上の皮

膚に適用したのに対し2つの場合は腹部皮膚の左右の一方に適用し

ており，両者では皮膚中の血管量もしくは血流量が異なっていること

も違いの原因であると考えられた。

　Fig．12はゲルを挿入しないラット（intact　rat）を用いたin　vivo実
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　　　　Each　point　represents　the　mean　±　S．E．　of　5　experiments．

験法により得た血漿中濃度推移と寒天ゲルもしくは筋肉中薬物量を示

す。なお，比較のため皮下挿入寒天ゲルが2つの場合の結果悩g．1i）

を併せて示した。血漿中濃度推移は皮下挿入寒天ゲルが2つの場合の

方が高い値を示した．これは適用部位の皮膚バリアー能の微妙な差が

原因しているかもしれない．また，4時問目の筋肉中薬物量は累積寒

天ゲル中量推移より高い値を示した．これらの違いを以後詳細に考察

した。

　Fig．13は製剤適用後4時間における三者（intact　rat，　iつまたは2

つのゲルを挿入したラット）のXg／AUC。．、比またはXm／AUC。．、比（皮

下移行速度：Kp）を示す。皮下へのFP移行量は三者とも非適用部位

下より製剤適用部位下の方が高く，製剤から皮下へのFPの直接移行

量が多いことが明らかとなった．
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contralaterai　side

application　side

　　in　vivo　method
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　　in　vivo　method
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O　O．05　O．1 O．15　O．2　O．25　O．3　O．35　O．4

　Kp　vaiue

麟9・且3c㈱脚騨・齪、・rX／Aug樋輔・（Kμ蜘㊧）？鐸P
　　　　繍㎜o聰露醜賑霧璽㊧悪㊧璽一，d繊置薯e墨・置鵬磁te認waas踊d趣㊧璽醜琶齪電

　　　　職電s

　Rg．　i4に皮下寒天ゲルへの薬物移行過程と筋肉への薬物移行過程

を模式的に示す．これらの薬物移行動態を生理学的薬動学の考え方を

もとに考察した．寒天ゲルを2つ挿入したラットの適用部位直下ゲル

への勒移行瀬噸は以下のように考えることができる．

　　　　　　　　　漉

dXg，　a

　　　＝　flss　＋　〈；｝Cin

　dt

（i）

ここでff，sは製剤から皮下の寒天ゲル中に流入する薬物移行速度，　g

は薬物の血液から寒天ゲルへの移行クリアランス，Cinは血管系から

流入する薬物の血漿中濃度を示す．また，製剤非適用部位下寒天ゲル

への勲移行速度a1Xg，cは以下のようになる．

　　　　　　　　　dt
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a）　dstal　agar　geg－inserted　rats

Fon額翻髭躊纈0韻

わ）加yか。韮簸e撫0｛丑

F蚕霧。丑羅　Scぬe膿鋪蓋。置e璽r¢醐醜説養。醜聲《）rdr髄9　d量s璽》os蓋髄《職醗s踊醜ぼor

　　　　　　e暴¢艶me重】㎞odl

　すなわち，　（薬物適用部位下ゲルへの移行量）／（非適用部位下ゲ

ルへの移行量）の比，Kρ，、は，（1）式を（2）式で除して以下のよう

に定義した．

命8一が

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　dX
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ve　aは以下　一方，寒天ゲル非挿入ラットにおける筋肉移行速度
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　dt

のようになる．

f［gtli：2・a：a　rc　f」　，，＋bi（ci．一。．．t）　（4）
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ここで9’は筋肉中の血流速度（正確には皮膚中の血流との和），Cin，

C。。tは筋肉入口及び出口の血漿中薬物濃度を示す。また，非適用部位

　　　　　　　　　　　dX　　　　　　　　　　　　　vec式は以下のようになる。下筋肉への薬物移行速度
　　　　　　　　　　　　dt

Elltlli：iagC　”e’（cin　一cout）
（5）

同様に比，Kp，　m，を求めると，　（4）式を（5）式で除して以下のよう

になるe

　　　fJss　＋　e’（Cin　一　Cout）

ゆ，配罵
　　　　9，（（］iガ。傭）

（6）

　Tab丑e　3に薬物適用部位下のKp値（Kp－appl）と非適用部位下のKp

値（Kp－cont）の比を示す。寒天ゲルを挿入したラットではこの比が

Kp，，を，加卿。ラットではKρ，mを意味している。皮下挿入ゲルが1

つの時と2つの時ではほぼ同じ値を示したことより，両実験系での寒

天ゲルへのFP移行性に差が見られないことが明らかとなった。また，

皮下挿入ゲルが2つの時のKp値の比7．63に比べてin　vivo実験：

では2．66と小さい値を示した。この違いは（3），（6）式で説明可

能である・すなわち，Kp，，値とKp，m値の違いはC。utの有無と9と

g’の違いによって生じる．C。utが十分大きいと仮定した時は，筋肉中

への移行速度比Kp，　mがg’の増加に伴い小さくなるので，事実と反

しこの仮定は捨てられる．したがって，C。utは小さく，g’よりむしろ

C。utが筋肉中への移行速度比に影響を与えていると考えられる．すな

わち，筋肉中への移行速度比Kρ，mが寒天ゲル中への移行速度比Kp，，
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Tab盈e　3　Kp一題pp璽／Kp－co晶t　v隷盗鵬繍鞭r重op且ca亘ap肇璽豊¢説蓋opm

Kp－appl／Kp一一cont

single　gel－inserted　rats

dual　gel－inserted　rats

　　in　vivo　methods

7．2765

7．6323

2．6642

より十分小さいため，c。。tは移行速度比に対しほとんど影響を与えな

いこと，また9’の関与が大きいことが明らかとなった。また，薬物

適用部位と非適用部位の筋肉内濃度の差がゲル中濃度の差より小さい

ことより9’の方が9より高い値を示すことが示唆された．すなわ

ち，皮下寒天ゲルへのクリアランスと筋肉中の血流は大きく異なって

いるものと考えられた．以上より，寒天ゲルに移行した薬物量がその

まま筋肉中に移行する薬物量とならないことが理論的にも明らかとな

ったが，本実験法は筋肉中の薬物量の予測や比較には十分使用できる

ことも併せて明らかとなった。

第6節　小銭並びに考察

　本章では，皮下に寒天ゲルを挿入したラットにおけるFPの体内動

態と皮下寒天ゲル中への移行性について検討し，今回構築したin　s　itu

実験系の評価を行った．その結果，FPの体内動態は線形であり，皮

下に寒天ゲルを挿入したラットにおいてintactなラットと比べて，全

身クリアランスの有意な違いは認められなかった．したがって，皮下

に寒天ゲルを挿入してもラットの体力面での影響はないと考えられた．

皮下に寒天ゲルを挿入したラットに点滴静注を行った場合，点滴静注

終了時のFPの血漿中濃度と皮下寒天ゲル中量との関係には，点滴時
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問間で有意な差があり，寒天ゲルと血液の間ではFPの分配が平衡に

達していないことが示唆された。FPの皮下寒天ゲル中量と血漿中濃

度のAUCの関係には，点滴静注時間依存性が存在せず，比例関係が

認められたことから，寒天ゲルから血液中へのFPの戻りは無視でき，

寒天ゲルは本実験の時間範囲ではラットにとって体外またはシンクと

して位置づけられ，ゲルへのFPの移行は，生物薬剤学的には排泄と

して捕らえることが妥当であることが示された．

　また，皮下寒天ゲル中への全身循環系からの薬物移行量は，AUCと

の関係式から予測が可能であった．さらに，FPを皮膚適用した後の

寒天ゲルへの移行量は点滴静注時のAUCと皮下寒天ゲル中の薬物移

行量との関係から予想される量より高く，皮膚適用後の皮下寒天ゲル

中への移行には全身循環血からだけではなく皮下への直接移行も存在

し，その量を本研究の実験方法で定量的に評価できた．

　さらに実際の筋肉中薬物量を測定した結果，寒天ゲル中量より高い

値を示した。しかし，累積寒天ゲル中量および筋肉中薬物量とAUCの

問にはそれぞれ一定の関係が見られた．また，皮下寒天ゲルへのクリ

アランスと筋肉中の血流は大きく異なっているものと考えられ，適用

部位下と非適用部位下のKp値の比で比較した結果より筋肉中の血

流によって大きく影響していることが示唆された．

　以上より，本研究での実験方法を用いることで，薬物皮膚適用後の

皮下への薬物移行を全身循環系からの移行と皮膚からの直接の移行に

分離評価できると思われた．さらに，寒天ゲルに移行した薬物量がそ

のまま筋肉中に移行する薬物量とならないものの，本実験法は筋肉中

の薬物量の予測や比較には十分使用できることが明らかとなった。
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第2章　種々薬物の皮内動態の解析46）

　前章の結果より，皮膚適用したFPの角質層を透過した後の移行過

程は，真皮中の毛細血管から全身循環系への移行と皮下の組織への直

接移行に分けられ，皮下組織（筋肉など）への移行は，全身循環系に

一度移行してから血流を介して移行するものと，皮膚中血流に移行せ

ずに直接移行したものの和によって決定されることが分かった．皮膚

中から各々へ移行する薬物の割合は適用した薬物の物理化学的特性に

より大きく異なると思われる．したがって，本解析法を一般化して種々

薬物に応用するには皮内での薬物の各移行過程が，薬物の違いにより

どのように変化するかを十分理解する必要がある．そこで著者は皮内

動態を簡便にかつ各過程の評価が定量的に可能になるような皮内およ

び皮下への薬物移行動態を示すコンパートメントモデルを考えた．こ

のモデルに基づき，各コンパートメントの物質収支式を誘導し，皮内

動態パラメータである薬物の皮膚透過速度，全身循環系と皮下への移

行率そして全身循環系から皮下への移行速度定数を算出した。また，

各部位への薬物の移行量を推定した。さらに，これらの薬動学的パラ

メータと薬物の物理化学的パラメータとの関係について考察した。本

章では，物理化学的性質の異なる薬物として新たにアンチピリン

（ANP），リドカイン（LC），ピロキシカム（PXC）を追加して，皮

内動態を調べ，FPの結果と比較した。

第1節　ファルマコキネティックモデルによる解析

　各薬物の皮内動態を定量的に評価するために単純なコンパートメ

ントモデルを構築した。そのモデルをFig．15に示す．このファルマ
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コキネティックモデルを用いて，寒天を腹部皮下に挿入したラットに

各薬物を皮膚適用した後の皮内動態を解析した．なお，皮下の寒天ゲ

ルコンパートメントはつねにシンクであり，寒天ゲルから体循環コン

パートメントへの戻りはないものと仮定した．また，体内動態は，各

薬物とも線形2一コンパートメントモデルで表記した．

　静注後の血中薬物量Cb，，及び寒天ゲル中薬物量X＆，は，常法によ

り以下のように求められる．

c妬撫守評＋樵1）e－Pt （7）
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　　　kgXok21　．　kgXO（k21　’　ct）　一くxt

Xg　iv＝　一2－UiB一一　“tst一　6）　　　　　　　　　　　　　　e　　　十

＆tgE2S．k21　：．！｝2XO（k2i　P）n－pt

fi（p一　ct）

（8）

但し，α＋β　・　k，。，＋k21，αβ　＝　k、。，・k21－k、2k2、，　k、。t＝k，。＋kg＋k12である．ま

た，x。は投与量を示し，　ki2，砺は体循環および末梢コンパートメ

ント間の薬物移行速度定数，k，は体循環から皮下寒天ゲルコンパート

メントへの薬物移行速度定数，k、。は体循環コンパートメントからの

消失速度定数を示す。

　一方，皮膚適用後のCb，d及びXg，dは以下のようになる．

Cb・d」瀞＋郵駅舞≡絵押

　　＋（1一　f）」k加8（α一ん21）｛（u）」k　・ag（β一ん21）ビβ・

　　　Vdor（klag　一一　a）（6　一a）　　　　　　　　　　　　　　Vd6（kla，　一一　6）（a　一一　P）

（9）

Xg・d一 戟iレ響21｝

　　低噛親籔課）｝轡一1）
（le）

ここで，」は開門から皮膚までの薬物移行速度であり，fおよび1　一fは

それぞれ寒天ゲル及び全身循環系へ移行した比率を意味する．また，

k．、は定常状態の」，すなわちゐsを示すまでのラグタイムを表現す

る一次速度定数であり，以下のようになる。
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　　　　　一ん　’
」翻」∬（1－6　　　　　　塊） （11）

　以上の式を血漿中濃度と皮下寒天ゲル中薬物量推移に非線形最小

二乗法（algorithm：Dε㎜pi鍛g　Gauss　Newton法）を用いてあてはめ各薬

物の薬動学的パラメータを算出した。まず，静注後の血漿中濃度推移

を（7）式に当てはめ，各パラメータを算出した。次に，静注後の皮下

寒天ゲル中薬物量推移と皮膚適用実験：後の血漿中濃度と皮下寒天ゲル

中薬物量推移の3者を，　（7）式より得られたパラメータを初期値と

して，それぞれ（8），　（9）及び（10）式に当てはめた．またその際，

静脈内単回投与から得られたパラメータを用いてkg，！，　L及びkLa，

を算出した。

　パラメータの決定に先立ち，　（11）式の妥当性の評価を試みた。皮

膚を単一な拡散膜として仮定してin　v・itrroでの皮膚透過を評価するた

めの式（12）がScheupleinらによってすでに構築されている47）．

　DKCvl＝
　　L

　
’

22
π加
2

L

　
購

　
岬が↑

・・

ｰ
祠

　
戚

（i2）

　in　vitro皮膚透過データを（12）式を用いてカーブフィッティングす

ることにより，拡散係数であるDと分配係数であるKを予測するこ

とが可能となり，この2つのパラメータからゐ、とk．，を算出でき

る．一般に皮膚透過を評価する際は上式（（12）式）を用い，Shahら

も評価を行っている48’50）。しかし（9），（10）式申の！として（12）

式を用いると（9），（10）式が複雑となり，データをフィッティング

する際発散しやすいことが明らかとなった．そこで今回は（12）式の

代わりにその近似式の1つである（11）式を用いた。この式は製剤か
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ら皮膚への流入速度を0次，流出速度は1次と仮定して求められた

ものである。

　（11），　（12）式を積分し，累積透過量推移を表す（13），　（14）

式を求めた．

～
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㌦
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胤1
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卜
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（14）

　FPのin　v・itro皮膚透過データを（13）式でカーブフィッティング

し，定常状態吸収速度である4、とラグタイムの逆数であるkLa、を算

出し，（14）式より求めたこれらの値と比較した．Fig．16は（13）式

より計算した累積透過曲線（a）と比較のため（14）式のシミュレーシ

ョン結果（b＞を示す．また，今回のin　s　int実験系は生きた血管系が

存在するために，∫η伽。透過実験の結果だけでなく，前章で示したFP

の皮膚適用後の血漿中濃度挙動からdeconvoiutionして求めた皮膚透

過データも（13）式でフィッティングした．その結果と算出した各パ

ラメータをFi　g．17およびTable　4に示す。

　Fig．16aおよびFig．17より，　（13）式は実測値を極めて正確に表

現することができることから，　（12）式のように複雑な式を（11）式

のように簡単な式で評価できると判断した．しかし，（11）式は（12）

式に比べ皮膚透過のラグタイムの長いものには不適当であると考えら

れた．

　次にモデルより得られた式を用いて，皮膚透過性（皮内動態）およ
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び皮下移行性のデータを解析した。解析には第1章で得られたFP皮

膚適用後の結果（Fig．10a，　b）を用いてカーブフィッティングを行い，

モデルの妥当性について検討した。Fig．18a，　bにはそれぞれFP皮膚

適用後の血漿中濃度と累積寒天ゲル中量推移を示した。図中の実線は

式（9），（10）へのフィッティングカーブを示す．フィッティングカ
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一ブは得られた実測値と良く一致しており，その際得られたS．D．値

は皮膚中の皮内動態を解析するのに十分小さい値であった。これらの

結果より，皮内および全身循環系の動態を表したコンパートメントモ

デルは妥当であることが示唆された。さらに，皮下の寒天ゲルから全

身循環系への再吸収は無視することができ，寒天ゲルは完全にシンク

として考えることができた。

第2節　種々薬物の経皮吸収性と皮内動態の評価

　本節では，前節で確立した方法を用い，数種の薬物の皮膚適用製剤

から全身循環系と皮下への移行性について検討した．モデル薬物は極

性の異なる4種類ANP，　LC，　PXCそしてFPを選択した（Fig．1g）。

Fig．20aおよびbに各薬物を4mg／kg単回静脈内投与後の血漿中濃

度と累積寒天ゲル移行量の経時変化を示す。得られた血漿中濃度挙動

を線形2一コンパートメントモデルに当てはめた。当てはめ曲線を

Fig．20a中に，また，薬動学的パラメータをTable　5に示す。実測値

と図中のフィッテイングラインは良く一致した。累積寒天ゲル移行量

推移は高い方からANP，　PXC，　FP，：LCという順であった．また，い

ずれの薬物においても経時的な累積寒天ゲル移行量と血漿中濃度から

　　　　バき
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Dose（mg／kg）

　k12（hう

　k21（h’1）

　　　バえ10靴W（h）

　V1（藍／kg）

　％G／kg）

2．0　4．O

L33　　　　0．韮5

3．03　e．53

0．23　e．17

0．574　O．799

0．250　e．226

　4．O

e．98

e．06

e．19

2．284

40．lca

4．O

O．79

1．65

0．ess

O308

0．148

2．o　4．e

l．7e　1．52

0．87　O．94

0．42　e．40

e．oso　o．egs

e．157　O．IS9

算出したAUCは比例関係を示した。さらに，累積皮下寒天ゲル中移

行量とAUCに比例関係が認められたことから，すべての薬物につい

て寒天ゲルから血液中への薬物の戻りは無視でき，皮下寒天ゲルは本

実験の交換間隔時間内ではシンクとして位置づけられた．また，今回

得られた累積皮下寒天ゲル中移行量とAUCの問の比例関係は，投与

量を変えてFPを点滴静注した時にも得られており，体内動態におい
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て投与量および時間依存性が存在しないことが明らかとなった．

　Fig．21aおよびbは各薬物を含有した水性ゲルを皮膚適用した際

の血漿中濃度および累積寒天ゲル移行量プロファイルを示すe図中の

実線は静注後の血漿中濃度推移から求めた消失パラメータを用い，静

注後の寒天ゲル中量推移と皮膚適用後の血漿中濃度推移と寒天ゲル中

量推移の3者を同時にカーブフィッティングして求めたものである。

実測値と曲線は比較的よく一致しており，先に示したファルマコキネ

ティックモデルの妥当性が示唆された．

　Table　6に静脈内投与実験と皮膚適：用実験から得られた結果をもと

に算出した，皮膚適用製剤から皮下寒天ゲルと全身循環系への薬物移

行率を示す．まず，フィッティングにより得られたパラメータを用い

て製剤から皮下の寒天ゲルへの直接移行量と全身循環系への移行率を

の
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Table　6aに示す．全ての薬物で，皮膚に適用した薬物のうち大部分

（75％以上）が基剤から全身循環系に移行（A）することが確かめら

れた．また，この移行率はPXC，　FP，　ANP，：LCという順であった。

さらに，製剤から皮下への移行率（B）はこの逆であり，薬物問で比

較すると，皮下への移行率はLCとANPが高く，逆にFPとPXC

が低い値となった。この結果は静注に比べて皮膚適用の方が皮下への

直接移行がある分だけ，より皮下に薬物を送達出来ることを示してい

る51）．また，皮膚適用後に検出されたゲル中の薬物は皮膚から直接移

行したものと全身循環系から移行したものを含んでいる。そこで，こ

れらの分離評価を試みた。この計算結果をTable　6bに示す。寒天ゲル

中へ移行したFP，　ANP，：LCのうち全身循環系から移行（C）したも

のは20％以下であった．これは主にkの変化に伴って変わるもの
　　　　　　　　　　　　　　　　　　g
と考えられた．また，製剤から直接移行（D）したものは80％以上

となった．したがって，皮下の寒天ゲルに分布した薬物量のほとんど

は皮膚から直接移行したものであることが明らかになり，全身循環系

由来の薬物の寄与は小さかった。しかし，PXCだけは血液からゲルへ

の移行率が特に高く，直接移行率は39．1％に過ぎなかった。PXCの

直接の移行率が低いのは他に比べてタンパク結合率が高いため真皮内

T曲昼e6　］Dergkg　d量spos麓量。駿重魍sk鼠顯繋or㈱c恥認職9　affte　ec電。幽㈱璽

　　　　　繍PP璽垂㈱伽醜
（a）　90fraction　of　di　stributed　drug　into　skin　frem　the　form．．ula”tr－o－p．

ANP nc PXC 囲

to　blood　（A）

to　agar　gel　（B）

86．ego

14．090

76．69e

23．490

99．890

0．290

99．3％

O．790

（b）　90fraction　of　drug　in　agar　gel

ANP rc PXC 即

　from　blood　（C）

from　formulation　（D）

4．890

95．290

O．490

99．690

61．990

39．190

17．290

82．890
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での拡散性が低下しているためと考えられた。さらにFPと比較して

分子量が大きく複雑な構造をしていること，消失半減期が長いこと52）

が原因と思われた。

第3節　薬物の物理化学的パラメータから見た皮内動態の

　　　　解析

　Table・7に各薬物の分子量（M．W．），融点（m．P．），pKa，みかけの

オクタノール／水分配係数（K’。／w），みかけのオクタノール／PBS分

配係数（K’。ノPBS），真のオクタノール／水分配係数（　＝distribution

coefficient　of　unionized　drug）（K），水中溶解度（S’w），PBS中溶解

度（s’PBS）及び血漿中タンパク非結合率伽）を示す．生理条件下で

はANPの大部分が分子型で存在しており，逆にPXCとFPは大部

分がイオン型で存在している。また，LCは約20％が分子型で存在

している。分子型薬物の脂溶性の指標であるKは，FP，　PXC，：LCそ

してANPの順に高かった。ルのランクオーダーに関してはKと同

様で，NSAIDであるFPとPXCのタンパク結合率が高く，LC，　ANP

は低かった。

　Table　8は皮膚適用実験データから求めた玲琴学的パラメータ（ノ，　f，

T曲且㊧7　響臨ys量coc恥㊧麟㈱且geaSffEgrwe重ems　and　p騰琶㊧蓋魍・囎bo脳服d臓顧。

　　　　藍聰P置麗醗題ぼor舩磯dr髄9

dm、（M．W．№撃高盾戟j器pKa　log　K’αwめ9騙log　K（，幽 STpBs　ju
（ptgtmL）

ANP　188．23　105　15　030
　　　　　　　　　　（±　O．02）
LC　as4．34　65　8．0　2．38
　　　　　　　　　　（土0．04）
PXC　331．35　201　1．8，5．1　O．19
　　　　　　　　　　（±　O．02）
IP　244，26　113　3．7　2．72
　　　　　　　　　　（士0。（D）

　037
（±　O．01）

　138
（±　O．05）

　1．14
（±　O．04）

　e．ee
（±　O．02）

O．37　6．27xlO6　5．86×106　o．gs
　　（±13．2×103）　（±21．2×103）

2．e8　3471　4eO6　　　　e．30
　　　　（±45）　（±63）
3．‘14　1885　738．8　　　　0．ol
　　　（±O．16）　（±5．4）
4．57　8．59　3810　　　　e，Ol
　　　（±O．74）　（±65）
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kg，　kL。9）およびそのパラメータから求めたクリアランス値を示す・ANP

の」の欄の括弧内は飽和溶液を適用したときの計算値を示す．表中で，

CLabは定常状態フラックスJssを適用薬物濃度もしくは飽和溶解度

S’oBSで除して得た値である。分子型薬物の吸収クリアランスである

CL。b，＊（＝分子型のpermeability　coefficient×application　area）は定常状態

フラックスろ、を分子型薬物適用濃度で除して得た値であり，これは

FP，　PXC，：LC，　ANPという順に小さくなった．皮下寒天ゲルへの直

接移行率fはしCとANPが高い値を示し，　F：PとPXCが低い値を

示した。また，CLはkにcentrai　compartmentの容積Viを掛けた
　　　　　　　　ヨ　　　　　　ヨ

値である．CL＊とCL伽はそれぞれ分子型と非タンパク結合型の全
　　　　　　ヨ　　　　　　　　　ヨ

身循環系から皮下寒天ゲルへの移行クリアランスを意味する．一方，

CL、＊／fuは分子型分率とタンパク結合率の両方を考慮した全身循環系

から皮下の寒天ゲルへの薬物移行クリアランスである．CL＊と
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8
CL，＊／fuはFP，　PXC，　LC，　ANPという順に小さくなった・

　次に，皮膚適用実験から得られた結果と薬物の物理化学的特性を各

薬物間で比較した。まず，各薬物の経皮吸収過程について考察する．

一般に薬物の経皮吸収速度ノは皮膚バリアーである角質層中の濃度
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勾配と角質層中の拡散係数により左右される．その濃度勾配は適用薬

物濃度によって変化する．今回はANPを除いて基臨調に懸濁してい

るため，濃度勾配は基剤中の溶解度と皮膚／基剤分配係数の積によっ

て決定される。溶解度は物質の融点（肌p．）およびモル融解熱によっ

て変化する．また，拡散係数は拡散物質の分子構造と拡散媒体の物性

によって決まる。そこでm．P．とM．W．に着目したところ，低いm．P．

と小さいM．W．を持つ薬物ほど高い吸収速度を示した（Fig．22）．し

かし，今回用いた薬物のM．W．の範囲は狭く（188．23－331．35），この

ことを確認するためにはより広範な薬物で調べる必要があると思われ

たeFig．23aに分子型薬物の透過係数と有効透過面積の積である

CL。b，＊と真の分配係数であるKとの関係を示した．その結果，両者
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に一定の関係が認められたため，各薬物の皮膚中への吸収性は主に分

配性により決定されることがわかった。同様な結果が，in・vitro透過実

験を用いて多くの研究者より報告されていることとも一致する53’55）．

さらに種々薬物の皮膚透過性を分子量と分配性から予測している報告

もある56“58）。

　次に，全身循環系から皮下への薬物移行性について考察する。各薬

物の皮下への移行性は薬物の血液から皮下組織への分配性，皮膚組織

中および血管内皮の拡散性，血液中および組織中のタンパク結合率，

皮膚組織中の血流などによって変化するものと思われる．そこで各薬

物の全身循環系から皮下への移行をクリアランスの概念を用いて評価

した・その結果，CL，＊とCLi。、．8＊は真の分配係数と一定の関係を示し

た（Fig．23b）。このことより，全身循環系を介した皮下寒天ゲルへの

分布は主に薬物の分配性に左右されることが示唆された．しかし，矢

木らは，皮膚中のサイトゾルへの薬物の結合が影響するという報告を

している59）．今回の検討では血流や真皮内での拡散性など他の要因に
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ついて検討しなかったため，皮下への移行性を分配性だけに限定する

ことはできない。

　次に！と各薬物の物理化学的パラメータとの関係について考察し

た。残念ながら，今回は！とはっきり関連性が認められるパラメータ

は見つからなかった。しかし，薬物の血液中への溶解性，血管透過抵

抗性，皮膚内での拡散性そして薬物の皮膚透過性が関係していると思

われた．具体的な要因については更なる検討が必要であるが，分配性

とタンパク結合率が高い薬物でfが低くなる傾向が見られた．

第4節　小括

　本章ではファルマコキネティックモデルを用いて，種々薬物の皮内

動態の解析について検討した．また，得られたパラメータを用いてシ

ミュレーションすることにより全身循環系および皮下への薬物の移行

率を推定することができた。さらに皮内での各移行過程と個々の薬物

の物理化学的パラメータの比較を行うことにより，薬物の皮膚（角質

層）透過性と分配性の関連性や全身循環系から皮下への移行性と分配

性さらにはタンパク結合率や薬物イオン種との関連性について有用な

知見を得ることができた．

　以上より種々薬物の皮内動態および皮下移行性を予測することが

可能になると思われた。
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第3章 薬物の皮内動態に及ぼす種々添
加剤の影響・・）

　経皮吸収過程における皮膚内の薬物動態は，その後の全身や皮下へ

の移行との関係から重要な意味をなしている。この薬物の皮内動態は

特に血管作用薬によって影響を受けるものと思われる。すでに，Singh

らは血管収縮薬を併用することにより，組織への薬物の分布が影響を

受けることを報告している61・62）．エピネフリン（EP）はそのひとつの

化合物であり，すでに局所適用したプロカインの効果を保ち，増加さ

せるために利用されている63）．また逆に，ブラジキニン（BK）のよう

な血管拡張作用を持つようなものが炎症時には組織中に漏出すること

で皮内動態に変化を与えるものと思われる．加えて溶解補助剤や吸収

促進剤を含む製剤は薬物の皮膚内および皮下移行動態に何らかの影響

を与えるものと推察できる64）．一般的な溶解補助剤そして吸収促進剤

であるエタノールは低いレベルでも皮内の血流を増加することが良く

知られている．しかしそれらの影響の定量的な評価は十分なされてい

ない。

　そこで本章では，血管作用薬や吸収促進剤を用い，各種適用条件の

違いによる薬物の皮膚適用後の経皮吸収動態を比較することを目的に

FPを用いて実験を行った．すなわち，第1節では皮下寒天ゲル中に

血管作用薬であるEPもしくはBKを含有させて全身循環系や皮下

寒天ゲルへの薬物移行に及ぼす影響を調べ，第2節では皮膚適用ゲル

中に添加した吸収促進剤の薬物吸収動態に及ぼす影響について評価し，

種々添加物併用時での本実験：の有用性について検討した．
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第1節　皮内動態に及ぼす血管作用薬の影響

　本節では，寒天ゲル中に血管作用薬を添加したときの皮下寒天ゲル

への薬物の移行動態への影響を見るために実験を行った。すなわち，

皮下に挿入する寒天ゲルに内因性物質であり血管収縮作用を持つ

EP62）を10μ9／g　agar　gel含有させたものと，毛細血管透過性充進作用

および血管拡張作用を持つBKを5μg／g　agar　ge9含有させたものを

使用して検討を行った。

　Fig．24　a，　bにEPまたはBK含有ゲルを挿入したラットにFPを

4mg／kgで静脈内投与後のFPの血漿中濃度推移と累積寒天ゲル中量

推移を示す。EPおよびBK群ともにFPの血漿中濃度推移は添加剤

を含有しないものと比較しほとんど変わらなかったのに対し，寒天ゲ

ル中量推移はEP添加時で約1／2となり，　BK添加時では約2倍に
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増加した．

　Fig．25　a，　bにEP，　B　K含有ゲルを使用した際のFP皮膚適用後の

結果を示す．EP添加時のFPの血漿中濃度推移は無添加時より低下

し，BK添加時では若干ではあるものの増加している傾向が見られた．

また，寒天ゲル中量はEP添加時では増加し，　BK添加時では変化し

なかった．

　以上をまとめて，Fig．26a，　bにEP，　BK添加時と無添加時での皮

膚適用後6時間のFPの血漿中濃度と寒天ゲル中量を示す。括弧中

の値は無添加時での値に対する比を示している．EP添加時は無添加

時と比較して，血漿中濃度は0．70倍，寒天ゲル中量は10．1倍であ

り，BK添加時はそれぞれ156倍と1．07倍であった．
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　これらの結果を用いて，前章と同様にファルマコキネティックモデ

ルよりカーブフィッティングを行い，各パラメータを算出した。TabEe

ga，　bに静脈内投与後および皮膚適用後に得られたパラメータを示す。

EPではf，！が無添加時より増加し，　k、が減少した．一方，　BKで

はfが減少し，ろk，が増加した。EPにより皮膚中の血流量が変化

し薬物の吸収動態が影響されるという報告がいくつか見られることを

考え併せると，EPを併用したときは血流もしくは血管透過性が低下

していると考えられる．また逆に，BKを併用したときは血流もしく

は血管透過性が上昇したと思われるが，一部真皮内拡散性の上昇も寄

与している可能性がある。

　これらの結果より，EPはFPの全身循環系から皮下への移行を減

少し，BKでは逆に増加することが明らかとなった．全身循環系に吸

収されるFPの量は皮下寒天ゲルへの移行量に比べてはるかに大き

いため，血漿中FP濃度に対してはEPの影響が認められなかったも
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（a）　i．v．　in．jectien

control epincphrine bradykinin

dose（mg／kg）　2．O

　k12（め　　1・70

　k21（h－i）　e．s7

　kio（h－i）　O．42

　Vi（ml／kg）　80．25

　V2（ml／kg）　157．ls

　4．O

152

0．94

0．40

98．00

159．31

　2．0

1．66

1．06

0．43

76．64

120，81

　2．0

1．44

0．93

0．41

92．67

143．24

（b）　topical　application

control epinephrine bradykinin

ノ（μ9／h）

　ノ（％）

k．（h－1）×lO－3

25．77

0．71

　1．3

12．05

14．oo

O．55

43．36

0．42

　2．1

のと思われた．また，逆にBKではあまり差が見られなかったが，こ

れはEPの逆の作用によることが示唆された。

　さらに得られたパラメータを用いて全身循環系および皮下への移

行率を計算した。その結果をTable　10に示す。　EP，　BKと無添加時を

比較すると，EP併用時では血管を収縮するために，皮下への直接移

行率（B，D）を著しく増加させた．逆に，　BKは全身循環系への移行

（A）と皮膚中血管から皮下への移行（C）を増加させた。これらの増

加は血管が拡張したことと，皮膚中の血管透過性が充進したことによ

ると思われた．これらの添加物を併用することで，皮膚適用により効

率良く適用部位下の標的部位に薬物を送達させることができ，副作用

の回避も可能になることが示唆された．
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（a）　％fraction　of　drug　disnibuted　into　skin　from　the　formulation

coRtrol epinephrine bradykinin

to　blood　（A）

to　agar　gel　（B）

99．390

0．790

85．590

14．590

99．690

e．4％

（b）　％fraction　of　drug　in　agar　gel

ceRtrol ep三nephr藁ne bradykinin

　　from　blood　（C）

from　formulati　on　（D）

韮7．2％

82．8％

o．2qo

99．8qo

30．290

69．890

第2節　皮内動態に及ぼす吸収促進剤の影響

　皮膚適用製剤中には吸収促進剤を含有するものが多くあり，これら

が含有された製剤を適用すると，薬物の分配性や拡散性が変化する65）．

特に，エタノールなどを含有する製剤では皮膚中血管系にまで影響が

及ぶ可能性がある．本節では，吸収促進剤を用いたときの薬物の皮内

動態および経皮吸収動態を評価するために．7吸収促進剤として10％

ミリスチン酸イソプロピル（IPM）66・67）を添加したゲル（IPMsys）も

しくは25％エタノール68），3％1一メントール69’72），15％グリセリン

を添加したゲル（MEGWsys）を用いて検討を行った。　MEGWsysは

MEW　systemと同様の効果を持ち，皮膚刺激性が低いことより選択し

た70・73・74）。

　Fig．27a，　bにFPの静脈内投与後（促進剤のみを皮膚適用ゲルに
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添加）のFPの血漿中濃度とゲル中州積量を示す。　PMSys及び

MEGWsys添加群の血漿中濃度推移は促進剤を含有しないものとほと

んど変わらないのに対し，寒天ゲル中量推移はIPMsys添加時で低下

し，M：EGWsys添加時では増加した。

　次にIPMsys，　MaGWsysを併用した際の皮膚適用後の結果をFigr

28a，　bに示す．　IPMsys，　MEGWsys併用時の血漿中濃度推移は無添加

時と比較したところ両促進剤系ともに増加した。また，寒天ゲル中量

はIPMsysではほとんど変化しないのに対し，　MEGWsysでは有意に

増加した。

　以上をまとめて，Fig．29a，　bにIPMsys，　MEGWsys添加時と無添

加時での皮膚適用後6時間の血漿一濃度と寒天ゲル中量を示す。括弧

中の値は無添加時での値に対する比を示している。IPMsys，　MEGwsys

群それぞれを無添加群と比較すると，血漿中濃度は2．12と13．0倍
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増加し，寒天ゲル中量は1．10と199倍増加した。これらの結果より，

両方の系で吸収促進作用が示された．

　これらの結果を用いて，前節と同様にファルマコキネティックモデ

ルよりカーブフィッティングを行い，静脈内投与後と皮膚適用後の結

果から各パラメータを算出しFPの皮膚中動態を評価した。得られた

パラメータをTable・11に示す．両促進剤ともに角質層のFP透過性を

上昇させた．また，IPMsysではノが増加したのに対し，　fを減少さ

せたことから，真皮内のFPの拡散性を減少させたものもしくは血管

系に作用したものと推測された・MEGWsysはLf・k，のすべてを上．

昇させたことにより，真皮内拡散性と血流もしくは血管透過性を増加

していることが示唆された。IPMsysは皮膚中へのFPの送達よりむ

二曲墨㊧u　　整h躍m繍cok藍鵬電董。　p三三㎜e重e聡二二eri．y。藍輔¢三田。二三
　　　　　　琶。麟餓昼繍PP艮藍。説薫㈱孟簸繍9翻9㊧且・蓋鵬紀醜駐dr鏡s薮聰d騒d蓋羅9

　　　　　　脚齪重r翻劔駐e曲aPtcews
（a）～．V．而ec電ion

centrol IPMsys MEGWsys

dose　（mg／kg）

　k72（h－1）

　ち1（h－1）

　klo　（h－i）

　Vi　（ml／kg）

　V2（r巨豆／kg）

　2．0

1．70

0．87

0．42

80．25

157．18

　4．O

152

0．94

0．40

98．00

159．31

　2．0

1．83

0．99

0．41

82．64

152．07

　2．0

1．62

0．88

0．43

83．37

153．89

（b）　topical　application

coRtrol IPMsys MEGWsys

ノ（μ9／h）

　f（90）

k（h昌1）×蔓0鱒3

25．77

0．71

　1．3

43．78

e．34

　1．2

367．41

11．99

　2．0
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しろ全身循環系へのFPの送達を促進し，　MEGWsysはIPMsysとは

逆であった。さらに吸収促進剤を用いることによる薬物皮下移行性の

変化について見てみると，IPMsysでは全身循環系から皮下の寒天ゲ

ルへの移行を増加し，また，MEGWsysでは製剤から皮下の寒天ゲル

への直接の移行率を増加させることが確認できた．本実験法により吸

収促進剤添加による皮下への薬物移行性の変化を検出できることが示

唆された．

　さらに得られたパラメータを用いて全身循環系および皮下への移

行率を計算した．その結果をTable　12に示す。　IPMsys，　MEGWsys群

と無添加群を比較すると，IPMsys群では若干皮膚中血管から皮下への

薬物移行（C）が増加した．また，MEGWsysは皮下への直接移行率（B，

D）を著しく増加させた。

丁蘭蜘璽2　亙）聾ig　d最spos藍蜘服藍魏sk藍瞼繍麗㊧置重OP蓋。誠雛聾唖㈱琶最。醜量聰

　　　　　曙認9㊧盈岨鵬⑱雌ed概説s豊簸d聰d蓋醜9盤e鵬電膿電垂《）簸e曲aeeeems

（a）％倉action　of　dru　dist伽ted　into　skin　from　the　formulation

control IPMsys MEGWsys

to　blood　（A）

to　agar　gel　（B）

99．390

0．790

99．790

0．390

88．090

12．090

（b）　qo　fraction　of　drug　in　agar　gel

contro豆 IPMsys MEGWsys

　　from　blood　（C）

from　formulation　（D）

17．290

82．890

23．690

76．490

1．29（0

98．890
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第3節　小括並びに考察

　本章では血管収縮薬の使用や吸収促進剤の適用等各種適用条件に

おけるFPの皮膚適用後の吸収動態への影響について検討を行った。

血管収縮薬であるEPを寒天ゲルに添加することで皮下寒天ゲルへ

の薬物移行がコントロールと比べて増加した．皮膚中の血流の変化が

薬物の吸収動態に影響を及ぼすという報告はいくつか見られることか

ら75”83），EPの作用は皮膚中の血管を収縮させたことによると思われる。

また吸収促進剤としてIPMやエタノール等を含有するFP適用ゲル

を用いた場合，血漿中濃度がコントロールと比べて増加した。エタノ

ール等を含むFP適用ゲルでは，皮下寒天ゲル中薬物移行量も増加し

た．しかしIPMを含むFP適用ゲルでは皮下移行量は逆に減少した．

皮下寒天ゲル中への薬物移行量と全身循環系への薬物吸収量の比を薬

物皮下移行性の指標として比較することで，それらの結果を定量的に

評価することができた。また，EPとMEGWsysは全身循環系よりむ

しろ筋肉など標的部位により効率よく送達させることが可能になると

考えられ，一方，BKとIPMsysは全身作用を期待するような製剤の

添加物として有効と考えられた．また，カプサイシンにより血流が増

加したという報告もある84）．これら添加物を組み合わせることにより，

副作用が少なく，目的とした標的部位に到達させることが可能なより

よい製剤の開発が可能となるであろう．
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結論

　皮膚適用製剤は非侵襲的に薬物を全身循環系または皮膚直下の病

巣部へ送達することができるので，高齢者や服薬困難な患者に対する

投与剤形としても極めて有用である．また，薬物の血中濃度を維持す

る必要のある面傷を有する患者に対しては投与の中断，継続が容易で

あるため特に利用価値が高い．しかしながら，全身もしくは局所作用

を目的とする外用剤投与後の皮内・s体内動態にはわからないところも

多く，作用のみならず副作用のコントロールのためにも，種々薬物の

皮内動態および皮下移行性を十分に理解し，コントロールすることが

必要となる。

　そこで，著者は皮内動態および皮下移行性の各素過程を評価し，ま

たそれに及ぼす種々添加剤の影響を調べるために，寒天ゲルを皮下に

埋め込んだ’η伽実験モデルを用いて検討した。以下にその要約を示

す．

（！）　まずはじめに，寒天ゲル挿入ヘアレスラットを作成した。こ

のラットでのFPの体内動態と皮下寒天ゲル中への移行性について

検討した結果，皮下に寒天ゲルを挿入したラットでは挿入していない

ラットと比較してFPの全身クリアランスに有意な差は無く，寒天ゲ

ルの挿入による体内動態の変化は無視できることが明らかとなった。

また，このラットにFPを点滴静注し，皮下の寒天ゲルと血液の間で

のFPの分配状態を評価したところ，実験時間内には平衡に達せず，

寒天ゲルから血液中への戻りは無視できた。そこで，全身循環系から

皮下寒天ゲル中への薬物の移行量をAUCから予測した。皮膚適用後

のFPの皮下寒天ゲル中への移行量は点滴静注時のAUCと皮下寒
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天ゲル中薬物量の関係から予想される値より高くなり，相当量の薬物

が製剤から直接皮下に移行することが明らかとなった．また，これら

の結果より，deconvolution法を用いて各過程の移行率を計算したとこ

ろ，皮膚に浸透したFPのうち大部分が全身循環系に移行しているこ

とが確認できた。また，皮下の寒天ゲルへ移行したFPのうち製剤か

ら直接移行したものは約70％であった．次に，intactなラットで皮膚

適用後の筋肉中薬物量を測定した結果，寒天ゲル中量より高い値を示

したが，累積寒天ゲル中量または筋肉中薬物量とAUCの問にはそれ

ぞれ一定の関係が見られた。

　以上の結果から，本研究で考案したin・situ実験法は皮膚適用後の薬

物皮内動態の評価に関して有用なモデルであることが判明した．

　　（2）　次に種々薬物の皮内動態を解析した。はじめに各薬物の皮

内動態を定量的に評価するために，皮内動態を示す単純なコンパート

メントモデルを構築し，このモデルの妥当性について検討した．この

モデルでは皮下の寒天ゲルコンパートメントは常にシンクであり，寒

天ゲルから体循環コンパートメントへの戻りはないものと仮定できた。

また，体内動態は線形2一コンパートメントモデルで表記した．こう

して構築したモデルから物質収支式を立て血漿中濃度推移と累積皮下

寒天ゲル中量推移を非線形最小二乗法を用いてカーブフィッティング

し，薬動学的パラメータを算出した．その結果，実測値とフィッティ

ングラインは良く一致しており，その際，得られたS．D．値は皮膚中

の皮内動態を解析するのに十分小さい値であった．これらの結果より，

皮内および全身循環系の薬物動態を表したコンパートメントモデルは

妥当であることが示唆された。さらに，経皮吸収過程での製剤から皮

膚までの薬物移行速度の式の妥当性も評価した．すでに一般的に解析
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されているScheupleinの式と皮膚への流入は0次，流出は1次過程

とした速度式をin　v・itro皮膚透過実験の結果を用いて比較したところ

ほとんど差が無く，血漿中濃度推移をdeconvolutionして算出した全身

への吸収量とも差は認められなかった。そこで，取り扱いがより容易

な後者の式を用い，4種類の薬物について皮膚適用製剤から全身循環

系と皮下への移行性について検討した。静脈内投与実験と皮膚適用実

験から得られた結果から樋口ブフィッティングにより得られたパラメ

ータを用いて，皮膚適用製剤から皮下寒天ゲルまたは全身循環系への

薬物移行率を算出した．実験した全ての薬物で皮膚に適用した薬物の

うち大部分（≧75％）が全身循環系に移行することが確かめられた．

また，皮膚適用後にゲル中に検出された薬物のうち皮膚から直接移行

したものと全身循環系から移行したものを分離評価した。寒天ゲル中

へ移行したFP，　ANP，　LCのうち全身循環系から移行したものは20％

以下であり，全身循環系由来の薬物の寄与は小さかった．しかし，他

の薬物とは異なりPXCは血液からゲルへの移行率は特に高く，直接

移行率は39．1％に過ぎなかった。これらの各薬物の移行率がどのよ

うな要因によって変化するのかを確かめ予測していくために，さらに

各薬物の物理化学的パラメータとの関連性について検討した。薬物の

経皮吸収速度は低い融点と小さい分子量を持つ薬物ほど高かった．ま

た，分子型薬物の経皮吸収クリアランスは真の分配係数と一定の関係

を示したことより，各薬物の皮膚中への吸収性は主に分配性により決

定されることが分かった。次に，全身循環系から皮下への移行をクリ

アランスの概念を用いて評価したところ，分子型のみを考慮したクリ

アランスと分子型とタンパク結合率を考慮したクリアランスはともに

真のオクタノール／水分配係数と一定の関係を示したことより，全身

循環系から皮下への分布も主に薬物の分配性に左右されることが示唆
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された．全身循環系と皮下への移行率は分配性とタンパク結合率が低

い薬物で皮下への移行率が高くなる傾向が見られた．

　以上の結果から全身循環系および皮下への移行率を推定すること

が可能になった．さらに，皮内での薬物動態は各薬物の物理化学的パ

ラメータから比較しうることが明らかとなった。

　（3）　薬物の皮内動態に及ぼす種々添加剤の影響について評価し

た。血管収縮薬であるEPを寒天ゲル中に添加した場合，皮膚適用後

の皮下寒天ゲル中への薬物移行は無添加時と比較して増加した．逆に

血管拡張薬であるBKを寒天ゲル中に添加した場合，血漿中濃度が若

干増加した。これらの結果を用いて，モデルよりカーブフィッティン

グを行い各移行過程を評価した．その結果，EPを併用した時は血流

もしくは血管透過性が低下したと考えられた。また，逆にBKを併用

したときは血流もしくは血管透過性が上昇していると思われるが，一

部真皮内拡散性の上昇も寄与している可能性があった．さらに得られ

たパラメータを用いて全身循環系および皮下への移行率を計算した．

EP，　BK群と無添加群を比較すると，　EP併用群では血管が収縮する

ために，皮下への直接移行率が著しく増加した．逆に，BK群は全身

循環系への移行と皮膚中血管から皮下への移行が増した．また，吸収

促進剤としてIPMsysやMEGWsysを適用した場合，両者ともに吸収

促進剤を含有しない場合と比べて血漿中濃度が増加した．また寒天ゲ

ル中量はMEGWsysで有意に増加した．各パラメータを算出し各移行

過程を評価した結果，IPMsysは真皮内の拡散i生を減少させたものと推

測された。また，MEGWsysは真皮内の拡散1生と血流もしくは血管透

過性を増加していることが示唆された。さらに得られたパラメータを

用いて全身循環系および皮下への移行率を計算した．IPMsys，
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MEGWsys群と無添加群を比較すると，IPMsys併用群では皮膚中血管

から皮下への移行が増加した。また，MEGWsysは皮下への直接移行

率が著しく増加した．

　以上の結果から，EPとMEGWsysを組み合わせることで筋肉など

の標的部位に効率よく送達させることが可能となり，一方，BKと

互PMsysは全身循環系に選択的に送達させる製剤の添加物として有用

と考えられる．これらの添加物を併用することで，皮膚適用により一

層効率良く適用部位下の標的部位に薬物を送達させることができ，副

作用の回避も可能になることが示唆された．

　以上，本研究により確立した実験方法は皮膚適用後の全身循環系お

よび皮下への薬物移行を定量的に評価でき，本方法を用いることによ

り薬物の経皮吸収の素過程がより明確になるものと考えられた．また，

物理化学的性質の異なる種々薬物の皮内動態や添加剤の効果を検討す

ることで，個々の患者に適した薬剤や製剤の選択が可能となり，医薬

品製剤開発時の有用な情報を提供するものと考えられた．
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実験の部

下1章　実験の部

1。実験材料

　フルルビプロフェン（FP）は科研製薬株式会社（千葉），ヒドロキ

シプロピルセルロース（HPC－H）は日本曹達株式会社（東京）より供

与された．寒天はフナコシ株式会社（東京）より購入した．その他の

試薬及び溶媒は市販の特級品を用いた。また，これらの試薬は精製せ

ずにそのまま用いた．

2。皮膚適用製剤の調製

　1％のFP及び3％のHPC－HをpH7．4等張リン酸緩衝液中で

撹拝しながら80℃にて加温溶解し，均一な溶液にし，その後撹増し

ながら室温にて冷却した。

3。皮下挿入用ディスク状寒天ゲルの調製

　2．5％の寒天をpH7．4等張リン酸緩衝：液で80℃にて加温溶解し

た．その溶液をポリスチレン製組織培養用ディッシュ（岩城硝子（株），

東京）または，ガラス製シャーレに流し込み，片面をガーゼのついた

ポリエチレンシート（厚さ，0．1㎜）でパッキングとしてシールし，4℃

で保存した。調製したゲルは，重さ約6もしくは15g，厚さ5㎜，

直径3．85もしくは2cmのディスク状ゲルである。実験を始める前

に，寒天ゲルを容器から取り外し，薬物レセプターとして使用した。

なお，ゲル素材の候補として，ポリビニルアルコール，ヒドロキシプ

ロピルセルロース，カーボポールなども試験したが，動物への侵襲性
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とゲルからの薬物の抽出性において寒天が適当であったため，薬物レ

セプターとして選択した。

4。In・situ実験法（寒天ゲルの挿入法）

　城西大学生命科学センターから分与もしくは石川実験動物研究所

（深谷，埼玉）から購入した体重220～300gの雄性ヘアレスラット

（WBN／ILA－Ht）をウレタン（1．O　g／kg，　i．p．）により麻酔し，下腹部皮

膚約5～6cmを正中線と垂直方向に切った．パッキングしていない

ゲル表面が皮膚の裏側，パッキング側が皮下の筋肉に接するように挿

入した。また，寒天ゲルをラットに2つ挿入する場合では正中線を軸

とし，左右対称となるように寒天ゲルを挿入した．次に，寒天ゲルの

挿入部位の角質層側表面にガラスセル（適用面積，3．14　cm2）をアロン

アルファにより接着した。なお，皮下に持続的な出血が観察されない

ことを確認した。

5．静脈内単回投与実験

　寒天ゲルを挿入したラットのガラスセルに薬物を含まない水性ゲ

ル（3％HPC：H：，　pH7．4）を適用したヘアレスラット，もしくは寒天

ゲルの挿入処置をしていないヘアレスラットの頸静脈内よりpH7．4

等張リン酸緩衝液に溶解したFP　（0．8　mg／ml）を2mg／kgで急速単回

投与し，経時的に約0．25rniを反対側の頸静脈より採血し，遠心分離

（4℃，15000×9，5　min）して血漿を得た。その結果を非線形最小二

乗法（algorithm：Damping　Gauss　Newton法）を用い，2一コンパートメ

ントモデルにあてはめ，消失パラメータを得た。また，寒天ゲルを05，

1，2，4，6，8，10時間に交換し皮下への薬物移行量を測定した。
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6。点滴静注実験

　寒天ゲルを挿入したヘアレスラットのガラスセルに薬物を含まな

い水性ゲル（3％HPC－H，　pH7．4）を適用した．実験初期から定常状

態が得られるように，pH7．4等張リン酸緩衝液に溶解したFPの急速

静注を併用し，点滴静注（点滴流量，2ml／h／rat　body）を行った。6時

間もしくは10時間まで経時的に頸静脈から採血を行い，実験終了時

に皮下に挿入した寒天ゲルを摘出した。血液はすぐに遠心分離し血漿

を得た．点滴速度と急速静注による初期負荷量は以下あように決定し

た。

　点滴速度は，目的とする．Cs、値を定め，静脈内単回急速投与実験で

の消失パラメータを用いて（1）式より決定した44・85）。

K　＝　C－h×　CL

　　　　　tot　　ss

（i）

ここで，Kは点滴速度，　Cs、は定常状態時の血漿中濃度，　CL，。tは全身

クリアランスを示す．急速静注による初期負荷量X。は，先に決定し

た点滴速度と（6）式を用いて算出した。なお，　（6）式は，以下の理

論により誘導される。

　急速静注と速度Kでの点滴静注を併用する場合の2一コンパート

メントモデルでの血1雪中濃度推移は，急速静注による血漿中薬物濃度

と点滴静注による血漿中薬物濃度の和として表すことができ，（2）式

のようになる．

c議＋｛
（Xoa　一　K）（a　一一　k21）

Vl（域α一β）
レα＋欝欝1）ド（2）
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（2）式よりt→・・とすることにより，定常状態における血漿中濃度（］ss

が以下のように求められた。

C，，　＝　K／（Kio　×　Vi） （3）

（2）式を（3）式で除し，αβ＝Ki。K2、，α＋β＝K12＋K21＋K1。という

関係式を用いて整理すると

捻一・÷｛（Xヒ）α一K）（勺0一β　　K（a　一　6））固（勘β藷一α）P（4）

となる。血漿中濃度を目標値（］s、にするには，　（4）式が常にC／（㌔s

＝1となる条件を見いだせば良いが，それは不可能であるので，常に

C／（］s、≧1となる条件，すなわち第二の指数項がゼロになるような条件

とすると，

（X。β一κ）（Ki。一α）〃（（β一α）＝0 （5）

となり，整理すると

Xo　＝　K／6 （6）

となる。

7．薬物皮膚適用実験

　寒天ゲルを挿入したヘアレスラットのガラスセルに薬物含有水性
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ゲル（3％HPC－H，　pH7．4）を1．09／3．14　cm2適用した。また，寒天ゲ

ルを2つ挿入するラットでは一方に薬物含有水性ゲルを，他方に薬物

非含有水性ゲルを同量適用した。10時間まで2時間ごとに採血と寒

天ゲルの交換を行い，皮下への薬物の移行量を測定した。血液は速や

かに遠心分離して血漿を得た。

8。1η卿。実験

　第1章　実験の部7．の薬物皮膚適用実験の項の寒天ゲル挿入時

とほぼ同位置に角質層側表面にガラスセル（適用面積，3．14cm2）をア

ロンアルファにより接着し，一方に薬物含有水性ゲルを，他方に薬物

非含有水性ゲルを同量適用した。4時間まで1時間ごとに採血を行っ

た．血液は速やかに遠心分離して血漿を得た。4時間目の採血後，た

だちに適用したゲルを拭き取り，断頭放血致死した。製剤適用部位と

非適用部位直下の筋肉約0．75gを量り取った。

9。薬物の定量法

　採取した血漿（100μDに内部標準物質を含有させたアセトニトリ

ル溶液（200μDを加え，ミキサーにより混合した．摘出したゲルは，

内部標準物質を含有させたアセトニトリル溶液（10翻）を加え，ホモ

ジナイザー（AceHOMOGENIZER，日本精機製作所株式会社，東京）

を用いてホモジナイズ（13000rpm，3min）した。また，必要に応じて

上清を3～4mlを窒素乾固した．その後，移動相を250μ旦を加え，

ミキサーにより混合した．摘出した筋肉は内部標準物質を含有させた

アセトニトリル溶液を加えホモジナイザー（POLYTRON　PT3000，

KINEMATICA　AG，　Switzerland）を用いてホモジナイズ（16000　rPm，5

酊血）した。これを遠心分離（4℃，15000×g，5π血）し，その上清3
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mlを窒素乾固した．その後，移動相を250μ1を加え，ミキサーによ

り混合した。そして，両サンプルとも遠心分離（4℃，15000×g，5min）

し，その上清を液体クロマトグラフに注入した。使用したシステムを

以下に示す。

送液ユニット　　　　　：：LC－10AT（島津製作所（株），京都）

UV検出器　　　　　　：SPD40A（島津製作所（株））

レコーダー　　　　　　：CR・一6A（島津製作所（株））

カラムオーブン　　　　：cro－10A（島津：製作所（株））

システムコントローラー：SCL，一10A（島津：製作所（株））

オートインジェクター　：SiMOAx：L（島津製作所（株））

カラム　　　　　　　　：Inertsil・ODS（GL・Sciences（株）），

　　　　　　　　　　　　　　4．6　×　250　mm

　また，移動層は0．1％リン酸：アセトニトリル＝50：50，流速は1．O

ml／㎡n，検出波長は245　nm，カラム温度は40℃であり，内部標準物

質としてP一ヒドロキシ安息香酸イソプロピルを用いた。

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

　アンチピリンは東京化成工業株式会社（東京）より購入した。リド

カインとピロキシカムはSIGMA　CHEMICAL（S　t．　Louis，　MO，　USA）よ

り購入した．その他の試薬及び溶媒は第1章1．と同じものを用いた．
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2。pH7．4等張リン酸緩衝＝液および水中溶解度の測定

　薬物の全溶解度を皮膚適用実験を行ったときの製剤と同じ状態下

で測定した（pH7．4）。pH7．4に保つために1／30　Mの等張リン酸緩衝

液を用いた。過剰量の各薬物をリン酸緩衝液中に加え，37℃で24時

間混合し，フィルター（cellulose　acetate，0．45μm，　DISMIC一一25cs，

ADVAN肥C，東京）を用いてろ過した。その際，薬物がフィルターに

吸着しないことを確認した．溶液は適切に希釈し，各薬物の濃度を

HP：LCにて測定した．また各薬物の水中での溶解度（Sw）を同様の方

法を用いて決定した。これらの結果とKa値をもとに分子型のみの真

の溶解度を計算した．

3。オクタノール／pH7．4等張リン酸緩衝液およびオクタノール／水

分配係数の測定

　オクタノールとpH7．4リン酸緩衝液相を実験前少なくとも24時

間混和し，飽和させた。各薬物溶液を飽和した溶液で調製した。この

溶液と同量の飽和したもう一方の溶液を混合し，24時間撹拝した。分

離後pH7．4等張リン酸緩衝：液中の各薬物の濃度をHPLCにて測定

し，オクタノール中の薬物濃度はpH7．4リン酸緩衝液中の初期と最後

の濃度問の違いから計算した．また各薬物のオクタノール／水分配係

数を同様の方法を用いて決定した．これらの結果とKa値から分子型

のみの真の分配係数を計算した。

4。皮下挿入用ディスク状寒天ゲルの調製

　第1章3。と同じ方法を用いた．
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5．製剤の調製

　それぞれ50％ANP，3％LCそして1％PXCを3％のHPC－H
と共にpH7．4等張リン酸緩衝液中で撹搾しながら80℃にて加温溶

解し，均一な溶液にし，その後撹搾しながら室温にて冷却した。FPは

第1章2．と同じものを用いた。

6。1n・situ実験法（寒天ゲルの挿入法）

　第1章4。と同じ方法を用いた．

7・静脈内単回投与実験

　第1章5。と同じものを用いた．また，各薬物の投与量を4mg／kg

（1．5mg／mi，　pH7．4等張リン酸緩衝液）に設定した急速単回投与も行

った。

8．薬物皮膚適用実験

　第1章7．と同じものを用いた。

9。摘出皮膚の調製

　城西大学生命科学センターから分与もしくは石川実験動物研究所

から購入した体重220～300gの雄性ヘアレスラット（WBMLA－Ht）

をウレタン（1．Og／kg，　i．p．）により麻酔し，ヘアレスラットの腹部皮

膚をそのまま摘出した。真皮側の皮下脂肪組織を切除した後に透過実

験に使用した。

10．1n・vitro皮膚透過実験法

　ヘアレスラット腹部摘出皮膚を縦型拡散セル（真皮側容積，4．Oml）
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　Donor
compartment

Sampling　port

Skin

圏，
　Receiver

compartment

F藍9。26　Sch㊧醗魏員。　d蓋繍gr繍㎜o艶xp麗童醗鰯瞼且題ppr就聰sぼor加瞬ダ。
　　　　sk蓋盤P㊧r腱㈱電蓋。髄exper蓋醗㊧麗

に装着した（Fig．26）．角質層側には皮膚適用実験で用いたものと同

じ製剤を用いた（有効拡散面積，0．95cm2）．真皮側にはpH7．4等張

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），

東京）を用いて撹拝した．実験中の拡散セルの温度は循環水によって

37℃に保った．経時的に真皮側の溶液を採取し，同量の緩衝液を補充

して用量を一一定に保ち，薬物移行量を測定した．

11。薬物の定量法

　血漿および寒天ゲルサンプルの処理方法およびHPLCのシステム

は第1章8。と同じものを用いた。Table　12に各薬物の移動相と検出

波長および内部標準物質を示した．
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TabRe　g　2 HP】LC¢o聰曲量。鵬for蹴晦s蓋s　of　drxggs鵬e唖聡纐s
exper亘㎜e蹴

drug mobile　phase wave　］ength　（nm） internal　standard

ANP

nc

PXC

即

ace｛oni£rile：wa｛er

　（15：85）

acetonitrile：O．190　phosphoric　acid

　（50：50）　＋　5　mM　sodium　dodecylsulfate

ace｛on量tr妻垂e：0．1％phosphor垂。　acid

　（35：65）

acetonitrile：O．190　phosphoric　acid

　（50：50）

242

21e

240

245

methyl　p－hydroxybenzoate

amyl　p－hydroxybenzoate

isopropyl　p－hydroxybenzoate

isopropyi　p－hydroxybenzoate

12。統計処理

　第1章8。と同じ方法を用いた。

第3章　実験の部

1．実験材料

　エピネフリン注射液（EP）は第一製薬株式会社（東京）より購入し

た。ミリスチン酸イソプロピル（IPM）は東京化成工業株式会社（東

京）より購入した．1一メントールは保栄薬工株式会社（大阪）より購入

した．グリセリンおよびブラジキニン（BK）は和光純薬株式会社（大

阪）より購入した．他の試薬は，第1章1．および第2章1．と同じ

ものを用いた．

2。製剤の調製

　第1章1．と同様に行った．ただし，吸収促進剤としてIPMを含

む製剤は，最終濃度1％のFP及び3％のHPC－HをpH7．4等張
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リン酸緩衝液中で撹拝しながら80℃にて加温溶解し均一な溶液にし

た後，撹絆1しながら室温にて冷却し，10％相当量のIPMを最後に加

え調製した．吸収促進剤として1一メントール，グリセリン，エタノー

ルを含む製剤は，最終濃度1％のFP及び3％のH：PC－HをpH7．4

等張リン酸緩衝液中で撹搾しながら80℃にて加温溶解し，均一な溶

液にした後，下側しながら室温にて冷却し，最後に3％1一一メントール，

15％のグリセリン，25％エタノールになるように各成分を加えて調

製した．

3。皮下挿入用ディスク状寒天ゲルの調製

　第1章3．と同様に行った．ただし，EP，　BKを併用した場合は，

室温にて放冷後，EP，　BKを加えて均一に混和し，調製した．寒天ゲ

ルが固まる前に片面をガーゼのついたポリエチレンシートでシールし

て，遮光するためにアルミホイルで覆い，冷蔵庫（約4℃）で保存し

た。

4。ln・si〃実験法（寒天ゲルの挿入法）

　第1章4．と同じ方法を用いた．ただし，吸収促進剤を用いるとき

はガラスセルはシリコン接着剤を使用して接着した。

5。薬物皮膚適用実験

　第1章7．と同じ方法を用いた．

6。薬物の定量法

　第1章8．と同じ方法を用いた。
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7．統計処理

　第1章8．と同じ方法を用いた．
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