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緒言

　薬物治療の進歩に伴い、微量で強い治療効果を発現する反面、副

作用も強い薬物が増えてきており、これと併行して、投与方法や投

与剤形に工夫が必要な薬物も多くなった．また、このような状況下

に、薬物の有効性と安全性、さらには信頼性に関して高い保証を与

えるために、薬物の投与形態を最適化しようとする考え方が強く認

識され始め、薬物の体内動態の精密制御を目的とした新しい投与形

態、いわゆるドラッグデリバリーシステム（D欝墓D畷ve鯉Sy鵬m：

DDS）が開発されたi）。　DDSは投与の方法や剤形を工夫し、体内で

の薬物の働きを時間的かつ空間的にコントロールすることによって、

最高の治療効果を得ることを目的とした薬物投与技術である．古来

から局所における薬物治療法のために用いられてきた皮膚適用製剤

も皮膚から全身循環系に薬物を吸収させることにより経皮治療シス

テム（TifansdermaaR　TheyapeWtic　System：TTS）というDDSを生む土

壌になった2）．TTSは薬物の長時間に亘る放出制御はもちろんのこ

と、肝臓等での初回通過効果や消化管での副作用を回避でき、投与

の開始や中断が容易であるなどの多くの利点を有している．しかし、

皮膚の最外層にある角質層がi薬物の皮膚透過において律速となり、

TTSに用いることができる薬物は限られている。そこで、角質層

での薬物の低い透過性を克服するために様々な経皮吸収促進法、す

なわち、経皮吸収促進剤3・　4）の利用、プロドラッグ化5・　6＞、さらに

はs　iOlltOphOreSiS　7・8）、　ele魔OpOra宣iO爺ゆ、麟◎itOphOWesis　ll・　12）等の物

理的方法が試みられている。

　すでに、摘出されたヒト皮膚を用いたin　vitro薬物透過性試験が

：
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アメリカ合衆国などで盛んに行われている．しかし、このようなヒ

ト組織を用いた実験は倫理的な観点から我が国を含むすべての国に

おいて必ずしも使用できるとは限らない13）．このため、動物、特に

ラット、モルモット、さらにはミニブタ等が薬物経皮吸収評価用動

物として使用されている瞬＄。また。動物実験と併行して、実験動

物を用いた皮膚透過データからヒト皮膚透過性への外挿法に関して

も研究されている16）、麗蟹蜘㈱らは以前に、類似した分子量を持

ち物性の異なった璽7薬物のヒト皮膚とヘアレスラット透過性を評

価しm、ヒトとラット皮膚透過性は水溶性薬物では数倍異なったが、

脂溶性薬物ではほとんど変わらなかったと報告している。しかし、

広範囲な物性を持つ薬物すべてに対応できる適切な外挿法はいまだ

確立されておらず、さらに、実験動物の使用自体も動物愛護の観点

から問題視されつつある18）．そこで．ヒトまたは動物皮膚を介した

薬物透過性の代替評価法の確立が急がれているig）．すでに、シリコ

ーン膜の単独膜やシリコーン膜と麟y。（三二xye電靭1贈窪田蝉蹴）

の合成膜が生体膜透過性を見積もるための代替膜として用いられて

きた20・　2i）．しかし、これらの人工膜では当然のことながら生体膜特

有の生理機能が欠如しているため、経皮吸収促進効果、皮膚代謝能、

さらには皮膚刺激性等を評価することができないe

　近年、C◎職b嚢膿蹴継C蝕e翻諮yや臨幽騰麟g軸醜Sc璽ee簸囎の進

歩に伴いリード化合物を探索し開発することが容易になった．これ

らの新しいシステムにより強い薬理活性を見込んだ薬物選択が可能

となったが、生体膜透過性の評価の迅速化が未だ進んでおらず、こ

こが医薬品開発の律速過程となっている．

　TTSを初めとする外用剤の製剤技術や薬物の皮膚透過促進法の

研究が進む一方で、仕事中に暴露される溶媒や中毒物質の経皮吸収

3



に関しても研究がなされている22）、労働環境の改善の立場から、溶

媒や忌避剤であるN，N畷¢癒y盤一際憾灘m憾eなどの経皮吸収を極力

抑える努力もされているas）．このような物質の経皮吸収性の評価に

も、ヒト皮膚透過性を知ることが重要である、

　一方、TTSの開発には主薬や添加剤さらには製剤全体の皮膚刺

激性の評価も必要である．皮膚刺激性に影響を与える因子として化

学物質の種類や濃度、さらには接触時間等がある。一般に皮膚刺激

による反応は用量相関性が高いといわれている24）。しかし，、皮膚刺

激を引き起こす作用機構はまるごとの生体組織を用いた実験系では

多様化するため、容易に評価することが困難となる。そこで、刺激

性を単純化して予想することも必要と考えられる。

　近年、多くの種類の培養生体膜が薬物の膜透過能を左右する決定

因子について検討するために使用されてきている，Cace2　25＞や

C撫一3膜26）は腸や肺由来の上皮細胞膜で、培養生体膜の代表例で

ある。培養皮膚はこれら上皮細胞単層膜と異なり、角化細胞と繊維

芽細胞からなる三次元型の培養細胞膜である、三次元型培養皮膚を

用いた透過実験はまだほとんど発表されていないが、M量chiakらは

すでにヒトの角化細胞と繊維芽細胞からなる培養細胞膜を介したカ

フェイン、ヒドロコルチゾン、およびタモキシフェンの皮膚透過性

がヒト皮膚よりも3－4倍高いことを報告しているη。したがって、

より多くの薬物の皮膚透過性についてヒト培養皮膚モデルを用いて

試験することで、ヒト皮膚透過性や傷害性（刺激性）を簡便に予測

できる可能性がある。

　本論文では、薬物のヒト皮膚透過性と刺激性を簡潔に予測する方．

法として、培養ヒト皮膚モデルとして、実際の皮膚組織に最も似て

いるといわれているものの1つである：L蓋v鹸gsk沁Equiva豆e魏曲igh

“＃‘



（LSBhggk）（東洋紡績、バイオ研究所、敦賀、福井〉を使用して研

究した。この皮膚モデルは培養されたヒト表皮細胞と繊維芽細胞か

らなり、重度火傷の治療への適用が検討されている28）．ここで示

したLSE踊幽は0劉脚◎gexesgs社で開発されたLSEを原型とす

るが29）、薬物皮膚透過に対するバリアー能がLSEと比較して約3

倍ほど強くなっている30）。

　そこで、まず第S編ではLSE樋幽の薬物の皮膚透過性評価材

料としての有用性を、さらに。第2編では、LSE認麟の皮膚刺激

性評価材料としての有用性について評価した．

s



第9編　薬物め皮膚透過性評価材料としての三次
　　　　　　元培養ヒト皮膚モデル（LSE樋g軸の有

　　　　　　用性

第璽章 薬物の麟yigrgeヒト皮膚透過性評価材料として

の：LSE樋飾の有用性31＞

　皮膚に適用する製剤は皮膚および近傍組織の薬効を期待するもの

から薬物が全身循環系に移行した後に薬効を発揮するTTSがあり、

それぞれ薬物治療の重要な位置を占めている．これら皮膚適用製剤

の開発では、ヒト皮膚透過性を測定または予測することが重要であ

ると指摘されている．しかし、ヒトの融vivo結果は臨床試験まで

待たねばならず、競vigrg試験：には組織摘出に係わる倫理的な問題

のため全ての国で自由に使える状況ではない．一方、動物データか

らヒトデータの外挿法や麟懸昼scafie叩については種々検討がな

され一応の成果が収められているものの17・　32・　33）、予測の精度が良好

でないとの指摘もある。さらに実験動物自体の使用にも問題が投げ

かけられ、動物実験代替法の確立が急がれている．加えて、医薬品

の候補化合物の選択はCogrlebgwagoriag　¢hemi　sgryの手法の進歩に伴い

高速化してきている。そのため、これに対応した生体膜透過性や吸

収速度の測定、さらにはそれに続く製剤化が新たな開発の律速段階

となっている。皮膚適：用薬；に関してもH：igh　Throughput　Screening

Systemの確立が急がれ、そのため特に、皮膚透過性を迅速に評価

することが必要である．

　三次元培養皮膚モデルは組織工学・再生医学の領域から生まれた

もので、繊維芽細胞を包埋したコラーゲンゲルからなる真皮と多層

6



分化した角化細胞からなる表皮を有する、これは特に重傷のやけど

や創傷治療への有用性が期待されている28）．

　そこで、本章では三次元培養皮膚モデルの薬物の皮膚透過性の評

価材料としての有用性について検討した．すなわち、種々薬物の三

次元培養皮膚モデル透過性とヒトおよびヘアレスラット摘出皮膚透

過性を比較し、相同性と相違性について速度論的に評価した。なお、

三次元培養皮膚モデルとしてはLSE灘麟を用いた。
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第1節　実験：方法

9．実験材料

　アミノピリン（AMP）、安息香酸（BA）、カフェイン（CAF）は和

光純薬工業株式会社（大阪）から購入した．フルルビプロフェン（lllrp）

は科研製薬株式会社（千葉）より供与されたe二硝酸イソソルビド

（璽SDN）はS量窮購C懸¢㎡麟C◎．鰯、，（St　L。醜，　MO，　USA）から購入し

た、アンチピリン（ANP）と一硝酸イソソルビド（llSMN）は東京化

成工業株式会社（東京）から購入した．その他の試薬および溶媒は

市販の特級およびHPLC用を用いた。これらの試薬は精製せずに

そのまま使用した．三次元培養ヒト皮膚モデル（LSE－high）および

L蚕v諭霧D¢雛撮Mo唐虞LDM）は東洋紡績株式会社から供与された．

2．欝オクタノール／生理食：塩液分配係数の測定

　wa．オクタノールと生理食塩液を実験前少なくとも24時間混和し、

互いに飽和させた。次に、各薬物を飽和した生理食塩液相に溶解さ

せ、同量の飽和させたge一・オクタノール相と混和し、24時間37℃

にて撹嘉した．両層を分離後、生理食塩液相中の各薬物の濃度を

H麗Cにて測定した。なお、ew一オクタノール相中の薬物濃度は生理

食塩液相中の初濃度と最後の濃度差から計算した。

3．薬物皮膚透過実験：

　体重200－2509の雄性ヘアレスラット（WBMLA　H◎は城西大

学生命科学センター（坂戸、埼玉）または石川実験動物研究所（深

谷、埼玉）から購入した．ヘアレスラットの腹部皮膚はベントバル

ビタールナトリウム（50mg／kg）麻酔下、左右からa枚ずつ摘出し
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た。ただし、8蜘ped　sk鹸の場合はセロハンテープ（セロテープ、

ニチバン（株）、埼玉）で角質層を2⑪回剥離した後摘出した34＞．

この新鮮なヘアレスラットの皮膚サンプルは摘出後すぐに使用した．

三次元培養ヒト皮膚モデルはLSE踊帥をそのまま使用したe

S瞬聾¢dLSE－kggkはLSE樋幽の角質層をピンセットを用いて取り

除いた、ヒト摘出皮膚はA縦。癬cG論F◎醗d撫。畷肱麗磯MD，　USA）

から得た、ヒト皮膚は透過実験：を行う前、生理食：塩液でme時問前

処理したeそれらの皮膚は2チャンバー横型拡散セル（有効拡散

面積⑪95囎2）3sに挟み、角質層側に薬物を懸濁させた生理食塩

液25mLを、真皮側に水溶性薬物の場合は生理食塩液を、脂溶性

薬物の場合は鵜％ポリエチレングリコール鱒0を2．5購L適用

した、両セル内はセル中のスターヘッド型撹附子をマグネティック

スターラー（マルチスターラーMC－3劔，サイニクス（株））により

蓋20鋤脚で回転させることで撹拝した、経時的に真皮側から9醗L

サンプリングし、その都度，、同容量の溶液を補充した．採取した溶

液をサンプル溶液とした．サンプル溶液の薬物濃度はHPLCを用

いて測定した．T瀬e璽に本研究に用いた薬物の構造式、略名およ

び分子量（MW．）とme一オクタノール／生理食塩液分配係数（飾擁

を示す．これらの薬物問のM．W．は最大で約3倍であるのに対し

てKowの差は約5x903倍であり、極性が大きく異なる薬物を選択

している、

9
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4皮膚バリアー能の測定

　ヒトおよびヘアレスラットから摘出した皮膚とLS駐睡鉾は、

角質層（s繊条mc◎騰e囎；εのと生きた表皮・真皮（v豊熟ee瞬¢鞭誌

and　de蜘s：vsd）の2層から構成されている，各層の透過抵抗はそ

の層を介した透過係数（P）の逆数に等しい36＞ので全抵抗（民。》と

全層透過係数（Aは以下の式として表すことができる、

　　　　　　　　豊　　璽　　豊
津。芦瓦バトR。。4罵一篇一一＋一
　　　　　　　鰐。t　　　　　　　　　　君。　　　　　　　　　　　　編

（g）

ここで。下付のsc，　vedは角質層と生きた表皮・真皮層を示す．各

層の抵抗㈹の全体の抵抗（R罐に対する透過抵抗の比（RIR罐は

摘出皮膚とLSE踊幽を介した薬物の皮膚透過データを用いて算出

し評価した、

5．皮膚中薬物の拡散および分配パラメータの測定

　薬物の皮膚透過過程のほとんどの抵抗は、LSE翻鹸では表皮層

全体が、ヒト皮膚およびラット摘出皮膚では角質層が占めていたこ

とから、これらの皮膚は9層膜モデル3bとして解析が可能である

と思われた．本実験は無限用量（豊強醜e）系で行い、かつレシーバ

ー側のシンク条件が成り立っていることから、時間gにおける単

位面積あたりの皮膚を介した薬物透過量gは以下の式として示さ

れる38）。

9一ｩ輪唱÷繕響断編司 （2）

ここで、KとDはそれぞれ薬物の水溶液から皮膚バリアーへの分

ai



配係数とバリアー中の拡散係数を示す．また、£はバリアーの厚さ

を示す．各薬物の分配パラメータ（κ。£）と拡散パラメータ（釧跨

は累積皮膚透過データを（2）式に非線形最小二乗法を用いてあては

めることにより求めた39）、さらに、LS駐睡麟、ヘアレスラット皮膚

およびヒト皮膚のバリアーの厚みをそれぞれ丑鈴、99．2および弧4

躍瞼としてDとんを計算したOP）．

6．薬物の定量法

　it．オクタノール／生理食塩液分配係数の測定実験と皮膚透過実

験：で得られた各薬物サンプル溶液は、内部標準物質を含有したアセ

トニトリルと9：9で混和し、その2⑪μLをH瓢Cに注入した。

HPLC測定に用いた移動相、検出波長、及び内部標準物質をT謝e　2

に示す．また、使用した鯉LCシステムを以下に示す。

虚言ユニット

UV検出器

レコーダー

カラムオーブン

rk　一トインジェク七一

カラム

．LC一一gOATvp　（島津製作所（株）、京都）

SPD－90ATvp　（島津製作所（株））

CR－6A　（島津製作所く株））

CWO－10ASvp　（島津製作所（株））

SgL－10ADvp　（島津製作所（株））

亙麹e醜s量盈ODS－2，46　x　250鍛m

　　　（GL　SciePtces　（株））

なお、流速はlm：L／国国、カラムオーブンは40℃に設定した。
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第2節 しSEkggk、ラットおよびヒト摘出皮膚を介した

種々薬物の皮膚透過性の比較

　緒言でも述べたように、本研究の目的の一つは：LSE－kigkを用い

たin　vitro皮膚透過性からヒト摘出皮膚透過性を見積もることであ

る．したがって、in　yitro．皮膚透過実験：に用いた薬物に関してなる

べく多くの情報を得ることが重要である。そこでまず、7種類の薬

物の皮膚透過実験をLSE－high、ヘアレスラットおよびヒト摘出皮

膚を用いて行った，，

　騒9．Ra，　bおよび。はそれぞれ：LSE韻幽、ヘアレスラットおよび

ヒト摘出皮膚を介した7種類の薬物の累積透過量一時間曲線を示

す。ANPを除いて3つの皮膚すべて同じ縦軸のスケールで表現す

ることができた．一方、横軸のスケールはヒト皮膚およびヘアレス

ラット皮膚が9時間に対し、LSE囎幽は0．5時間であるe　Flg。9b，

cに示すように、ヒト皮膚とヘアレスラットを介した各薬物の皮膚

透過性はよく類似していた．また、LSBhigkの05時間までの各

薬物の累積透過量はヒトおよびラット皮膚の8時間までの累積透

過量と類似しており、：LSE－higkの方が後者より96倍程度高い透

過性を示すと考えられた。：肱9舳eと次に続く定常状態舳xはヒ

トおよびヘアレスラット皮膚同様、：LSEhighでも見られた．水溶

性薬物（ANP、　CAFおよびISMN）の累積皮膚透過量一時間挙動

は下に凸の形になった．一方、脂溶性薬物（AMP、　BA、　FPおよび

ISDN）では水溶性薬物のデータに比べて累積皮膚透過量が時間に対

して直線的に増加する傾向を示した．このため水溶性薬物は、脂溶

性薬物に比べ9ag　timeが大きい値を示すことが明らかになった。
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第3節 薬物の皮膚透過に対するLSE睡鉾およびヘアレ

スラット皮膚の透過律速層の検討

　　すでに述べたように、薬物の皮膚透過過程は複数のバリアー層、

すなわち角質層（sc）とそれ以下の生きている表皮（ve）と真皮（瞬

の透過からなると仮定することができる36）．その模式図をFlg．2に

示す．メインバリアーが存在すると仮定すれば、薬物の透過挙動か

ら、Fick’sの拡散式を用いて透過律速層を評価することが可能であ

る。

　LSE一睡gh

sc　　ve　　曜

Rag　skipm

sc　ve vd

Hg．2　Schema重眞。　represe簸幡。灘。歪e紬靭emf　sk沁

Abbfeviati◎遡s；5c，　s電糠腿醗come髄醗；ve，　v鍛b亙e　epider面s：vd，　v鍛ble

der謡s；LDM，　Living　De磁a夏M◎del

g7



　Fig．3に角質層を除去した：LSE封鉾、：LDMおよびテープストリ

ッピングしたヘアレスラット皮膚（角質層を取り除いた皮膚）を介

した薬物の累積透過量一時間曲線を示す．これらの膜においても

lag　tgmaeとその後の見かけの定常状態舳xが示唆された。
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F亙霧．3　Tl醗e　co腿rse◎f　c薮a貧ges　l鷺cum麗la達lve　amo糠。麗SDN闘d　ISMN

癒鍍pe漁e齪ed癒ro樋塞h　eacMayer

Each　po蓋貫盈t　re蔓）resents蓬】he　mea簸±S．E　of　3　exper量me獄電s．

　各層のISMNおよびISDNの透過係数とそれに対応する抵抗は

（1）式とFigs．　i、3の透過プロファイルから求めた。その結果を

Tabie　3に示す．ヘアレスラット皮膚を介したISM：NとISDNの

透過に関する角質層の抵抗比R、ノR，。tはそれぞれ0．954と0．947で

あることから、以前の報告41・42）と同様に透過抵抗は角質層にあるこ

とが明らかとなった。一方、：LSE－highでのR、ノ瓦tはISMNで0．748、

i8



9SD：Nで◎．669であった。また、　LSE樋幽とヘアレスラットの角

質層の透過抵抗を比較したところ、両薬物共にLSE樋幽よりもヘ

アレスラットの方が約9⑪一2⑪倍高かった．さらに、両皮膚におけ

る9SMNと聡DNのRvedはほとんど等しく、LSEkighとヘアレ

スラット皮膚の違いは角質層の透過抵抗にあることがわかった、そ

こで、LSE踊幽の表皮層の抵抗比峨，＋訳。。凪。tを求めたところ、

璽SMNで0994、　RSDNで⑪935であった。以上より、全抵抗のほ

とんどはLSE樋凶の場合は表皮層にあり、ヘアレスラットでは角

質層にあることが示唆された、

T油le　3　Pe轍e癬。灘eslS伽cea）0翼SMN蹴磯SDN　l鍛e麗Cぬ8k醗靭翻
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第4節　透過パラメータによる解析

　前節で示したように、ヘアレスラット皮膚の薬物透過抵抗のほと

んど（90％以上）が角質層にあり、LS駐睡凶では表皮層であった。

このことから、これらの皮膚を一枚膜と仮定し、薬物の皮膚透過性

を比較するために。F蓋ckの拡散式を用いて皮膚透過の速度論的パ

ラメータを以下の方法により算出した。

　角質層側に適用した薬物濃度をCe’、皮膚内の表面濃度を。。と

すると、薬物の皮膚／基剤問分配率κは。♂c。’となる．また、薬

物の皮膚中拡散定数をD、薬物の拡散距離（皮膚の厚さ）をしと

すると、単位面積当たりの薬物透過量gは時間ltの関数としてす

でに示した（2）式で表される．

ここで、

　　　D’＝D／L2…　拡散パラメータ

　　　K’　＝KtwL…　　分配パラメータ

とおくと、（2）式は（3）式となる．

◎一駕似÷総讐断勧・の｝ （3）

　したがって、薬物の皮膚透過データを（3）式に非線形最小二乗法

にあてはめることによりD’およびK’を算出することができる．

また、透過係数Pは次式より算出した。

　　DK
P＝一＝D＠rc （4）

F蓋9．iの透過データを用いてこれらの式から得られたパラメータ
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をTab豆e　4にまとめて示す．表から明らかなように、すべての薬物

においてLSE翻幽とヘアレスラットの分配パラメータは類似して

いた。一方、拡散パラメータはLSE樋離の値はヒト皮膚やヘアレ

スラット皮膚の値よりも9⑪一5⑪倍高かった、丁翻¢4には主バリア

ー膜に対する見かけの分配係数と拡散係数も一緒に示した．見かけ

の分配係数と拡散係数は透過制御膜の厚さを、LSYhigkでは950

μ醗、ヒト皮膚で95．4μ灘、さらにヘアレスラットでa8．2μ鵬とし

て計算したoo）．　LSE一睡麟の表皮層申の各薬物の見かけの拡散係数

はヒトやヘアレスラットの角質層中の拡散係数よりも大きい値とな

った．また、LSE蓋幽の見かけの分配係数はこれらの摘出皮膚よ

りも大きい値となった．すなわち、3種の皮膚で各薬物の分配パラ

メータは同じであったのに対し分配係数が異なったのは、各皮膚の

バリアーの厚みの違いが関係しているためであると考えられた。な

お、透過係数（分配パラメータと拡散パラメータの積として求めた）

の結果もTab丑¢4に示した。
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第5節しSE一魎躰。ヘアレスラットおよびヒト皮膚を介す

　　　　　る薬物透過性の関係

　薬物のLSE蓋幽透過性からin　vitwoヒト皮膚透過性を見積もる

ためには、LSE凝麟とヒト皮膚の透過係数の相関性を知ることが

非常に重要となる、
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Fig．4はそれぞれの膜を介した各薬物のPを比較したものであ

る．図から明らかなように、ヒト皮膚とラット皮膚を介するP間

と同様、：LSE－highとヒト皮膚を介するP、及びLSE－highとラット

皮膚を介するPの間には良好な相関性が得られた。すなわち、ヒ

トとラット皮膚の各薬物の：LogP問にはほとんど1：1の相関が得
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られたのに対し、：LSE－kigkとヒトおよびラット皮膚間でのし◎解の

関係はLSE樋鹸がaオーダ高い方ヘシフトする形となった．ま

た、ヒト皮膚のL◎gPはしS駐睡鉾のLOgPを用いて以下のよう

に表すことができた。

LagPhuman　skin　：　O“991⑳］LagPasghigゲ璽2盤 （s）

　この（5）式を用いることで。LSE趣鹸からヒト皮膚の薬物皮膚

透過性を予測することが可能であろう、

　M◎舳㈱らは類似した璽ツ種の薬物のヒト皮膚およびヘアレス

ラット皮膚透過性を試験し、PとKowの関係を解析することによ

ってヒトおよびラットの角質層は2つの領域または2つの薬物透

過経路から構成されていることを証明したm、F量霧．5に各薬物の

L◎gKowとLng？の関係を示す。この図には、　Mewgwtotoらによっ

て報告された17）ヒト皮膚とラット皮膚の皮膚透過係数のデータも

含まれている。ヒト皮膚とヘアレスラット皮膚のL◎gハLo騨卿曲

線はほぼ等しい挙動を示した。一方、LSE面幽におけるLogP－

Logκow曲線は図の上方ヘシフトした．また、　ANPのLSE擁幽透

過性は、他の6つの薬物のデータからわずかにはずれた．これは、

ANPが本研究における最も水溶性が高い薬物であることから水溶

性領域または経路がLSE野離の角質層にも存在する可能性を示唆

していると思われるe
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第6節　考察

　F99。9に示したように、ヘアレスラット皮膚を介する薬物の透過

曲線は、ヒト皮膚を介した薬物の透過曲線と非常に似ていた、しか

し、ヘアレスラット皮膚透過性がヒト皮膚透過性より高いことも報

告されている細3）．本研究において用いたヒト皮膚は、透過実験を

行う前亙2時間真皮側を生理食塩液で水和させたが、ヘアレスラッ

ト皮膚は摘出直後に使用した、この前処理がヒト皮膚透過性を増加

させた可能性があり、このことが薬物の両皮膚透過性が類似した原

因の一つかもしれない、

　薬物のLSE樋麟とヘアレスラット皮膚透過の律速段階を検：討し

た結果、ヘアレスラット皮膚の主なバリアー能は角質層にあったが、

LSE即下は角質層だけでなく表皮層全体にあった．　LSE懸塾の角

質層は約2⑪層の死んだ角化細胞から構成され、厚さR5脚であ

り、ヒトやラットの角質層と類似している3e）．本研究の結果から

LSE即下のバリアー能はヒトやヘアレスラット皮膚よりもより低

いことが明かとなった、興味あることに、LSE擁幽を介した薬物

の透過に対する角質層の寄与もヒトやヘアレスラット皮膚を介した

薬物の透過よりも低かった．

　本研究で使用したすべての薬物の拡散パラメータは、LSE継馬の

方がヒトおよびヘアレスラット皮膚よりも約9⑪一5⑪倍高かった．

しかし、分配パラメーダは、LSUkggh、ヘアレスラットおよびヒト

皮膚の値がほとんど同じであった．すなわち、ヘアレスラットおよ

びヒト皮膚透過性よりLSE認鉾透過性が高いのは、分配パラメー

タでなく拡散パラメータの差が関係していることが明らかとなった。

　薬物の皮膚透過実験：に用いるヒト皮膚の代替皮膚は、ヒト皮膚に
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類似した薬物皮膚透過性を示すことが重要と思われがちである。し

かし、薬物の皮膚透過性は消化管や鼻粘膜のような他の上皮細胞膜

に比べて非常に低いため、薬物の皮膚透過性の測定には、時間を必

要とする．新薬開発に利用されているC◎醗醗縦◎船lC臨翻s鮒や

Hl鉾Throeegkge　as　Secmeeeet魏gによって薬物の合成およびその薬理効果

の評価は飛躍的に促進したが、その結果、薬物の皮膚透過性の測定

が経皮吸収型製剤の開発の律速段階となった。そのため、現在、ヒ

ト皮膚に類似した皮膚透過性を示す代替膜だけでなく、迅速にヒト

皮膚透過性を見積もることができる代替膜の開発が必要と考えられ

る。

　F9　9．1から、　LSE雨露を介したO．ss時鳥の累積薬物量と、ヒト

やラット摘出皮膚を介した8時間の累積透過量がほぼ等しいこと

がわかった。LSE舗酔は薬物のヒト皮膚透過性の迅速な予想に利

用できることが示唆された．LSE樋麟を介する水溶性薬物のlag

電轍¢は、脂溶性薬物よりも長い傾向が見られた。類似した傾向は、

ヘアレスラットおよびヒト皮膚にも観察された（FEg．9）。　L鴛翻eの

長さは、透過物質の拡散係数と皮膚障壁の厚さに影響される。前者

は、透過物質の極性ではなく、その透過物質の分子量に関係する‘Ut）．

したがって、ヒト皮膚およびラット皮膚と同様にLSE－h量ghのバリ

アー畠中の水溶性の薬物の拡散経路の長さは、脂溶性薬物のそれよ

り大きいかもしれない．この考察は、皮膚を介した水溶性または脂

溶性薬物の透過に対する異なる領域あるいは透過経路に関係がある

と思われる．ヒト皮膚およびヘアレスラット皮膚とこのような類似

性は：LSE認幽で見られ、皮膚透過評価にシリコーン膜のようない．

くつかの高分子膜を用いた時には見られない。このことが培養細胞

を用いる利点の一つでもある。
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　M◎iflmegoらは分子量が類似しKowが異なったη種類の薬物

の皮膚透過性データを用いてLagPとLOgKgwの関係を評価し、

下に凸となる曲線となることを報告したm、この実験：結果は、水溶

性薬物が皮膚の水溶性経路を、脂溶性薬物が脂溶性経路を主に透過

することを示唆するものであり、P蹴1踊騨醗e癬◎鞭農癒聡y鵬。翻と

して報告されている董禰、しかし、P磯sおよびG町らは．水溶性

経路を考慮する必要はなく、RagPはlagKewに比例するべきであ

ると報告している絢。一方、Ok購購らは水に富んだ溶媒が薬物

の貯蔵所に適用された時、水自身も皮膚バリアーを透過すると報告

している3S、その時、基剤中の水溶液に溶かされた水溶性薬物も、

水と共に皮膚バリアー中を介して透過するかもしれない．したがっ

て、水溶性薬物の皮膚透過性を解析する場合、一般的な受動拡散と

ともに溶媒牽引効果についても考えるべきであろう．実際、いくつ

かの経皮吸収促進剤は、角皮層中の水に富んだ領域を拡大させて、

親水性薬物の皮膚透過性を促進させる．対照的に、脂溶性薬物はそ

のような促進剤では皮膚透過性が改善されないことがW灘翻sと

8躍yらによって報告されている47・‘99）、そこで。本研究では、熱力

学的活量が高い7つの薬物を選び、M磁醗㈱らmと同様な検討

をLSBkgghを用いて試みた。　LSE樋幽の1◎gP－LOgKowの関係

はヒト皮膚の挙動に対して上側に平行にシフトした．この結果は

：LSE懸幽とヒト皮膚の類似した分配パラメータと異なった拡散パ

ラメータが反映されることを示している、
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第7節 小括

　本章に示した実験結果より、LS駐睡麟は薬物のヒト皮膚透過性

の評価材料として利用できること、また、薬物のヒト皮膚透過性を

短時間で評価できること、が示唆された．さらに、式（5）を用いる

ことで、LSE樋麟からヒト皮膚透過性を簡便に予測できることが

示唆された。一方．LSE樋麟とヒト皮膚のバリアー機能および薬

物透過特性に相違があることも明らかになった。
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第2章 皮膚透過促進剤のスクリーニング材料としての

LSE樋ghの有用性49）

　TTSはすでにDDSの一つの柱となっている、しかし、皮膚は

本来体外からの異物の侵入に対する保護バリアーとして機能してい

るため、消化管粘膜等に比べて一般に薬物の透過性は低いso＞。した

がって透過性が高い薬物を選択することがTTSを開発する上で極

めて重要となる、

　前章で述べたように薬物の低い皮膚透過性を改善するため、すで

に種々の透過促進法が研究されている3’12）。なかでも、角質層のバ

リアーとしての性質を変えることによって薬物の皮膚透過性を増大

させる機能を持つ皮膚透過促進剤を開発する試みが活発に展開され

ており、すでにテルペン類51・52）、アルコール類5鉱踊、脂肪酸類滅殉

などやそれらの併用57・　58）により高い皮膚透過促進効果が得られる

ことが証明されている。

　第R章において、著者は7種類の薬物を用いてLSE一睡幽、ヒ

ト皮膚およびラット皮膚透過性を検討し、ラットとヒト皮膚の8時

問とLSE韻幽の0．5時間の薬物透過量がほぼ等しいことを明らか

にした．そこで本章では、薬物の皮膚透過促進剤の効果をLSE樋麟

を用いて評価した。得られた結果をヘアレスラットを用いた試験結

果と比較し、LSE屈幽の有用性を考察した。なお、本実験では、

前章で取り上げた薬物の中からそれぞれ水溶性と脂溶性の薬物であ

る亙SMNと9SDNを用いた．また、皮膚透過促進剤にはすでに有

効性が確立されているアジピン酸ジイソプロピル、オレイン酸、L

メチルー2一ピロリドン、1一メントール、ミリスチン酸イソプロピル、

ラウリルアルコールおよびd一リモネンを用いた。これらの構造式
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第璽節　実験方法

e。実験材料

　叢SMNと叢SDNは前章と同様である。皮膚透過促進剤として用

いたアジピン酸ジイソプロピル。9一メチル芸ピロリドン、ミリスチ

ン酸イソプロピル、ラウリルアルコールおよび4一リモネンは和光

純薬株式会社（大阪）から、オレイン酸．／一メントールは東京化成

工業株式会社（東京）から購入した．その他の試薬および溶媒は市

販の特級およびHPLC用を用いたe，また、これらの試薬は精製せ

ずにそのまま使用した．三次元培養ヒト皮膚モデル（LSE樋蜘は

東洋紡績株式会社から供与された．

2．薬物皮膚透過実験：

　皮膚の調製および皮膚のセッティングは、第璽編の第9章の実

験方法2に準じて行った．角質層側に各皮膚透過促進剤を3％含

んだ9SMNまたは9S9）N懸濁生理食塩液を、真皮側に9SMNの

場合は生理食塩液を、璽SDNの場合は49％ポリエチレングリコー

ル㈱を適用した、さらに、捉進剤の濃度依存性を検討するため

に最も透過促進効果の高かった（結果参照）1一メントールを選択し、

適用濃度を劔、L⑪、3．⑪、5．Oそして瞼⑪％として亙SMNおよび

夏SDNの皮膚透過実験を行った。経時的に真皮側からサンプリング

し、薬物の皮膚透過性を測定して促進効果を評価した。

3．薬物の定量法

　第1編の第9章の実験方法6と同じである．
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第2節 しSE・一k99hとヘアレスラットの皮膚透過性に及ぼ

す皮膚透過促進剤の効果

　F叢9．6に各皮膚透過促進剤適用時の9SMNと9SDN累積透過昼

時間曲線を示す．各皮膚透過促進剤添加時の皮膚透過速度の促進効

果および擁竃轍¢の短縮効果がラット摘出皮膚と同様にLSE一一hggh

においても観察された．また、促進効果は9S9）Nより9SMN透過

で高い値が得られた。さらに、皮膚透過促進剤の効果はLSE屈麟よ

りラット皮膚の方が高く出る傾向が見られた、
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第3節 しSE－k99hとヘアレスラットの皮膚透過性に及ぼ

す9一メントールの濃度の影響

　Kg．6で最も促進効果の高かった9一メントールを用いて、促進効

果に対する濃度依存性を調べた．騒g．7に9一メントール濃度に対す

る9SMNと叢SDNの累積透過量を示す。9SMNでは、　LSBhigk、

ラット皮膚共に3％まで濃度依存的に促進効果が増加したが、そ

れ以上では減少した。一方、XSDNでは：LSE－beRgk、ラット皮膚共に

9⑪％まで濃度依存的に促進効果が増加した．

　　　（a）　LSE－higk
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第4節 しSE樋ghとヘアレスラットの皮膚透過性に及

ぼす皮膚透過促進剤の効果の比較

　LSE遍鉾とヘアレスラット皮膚に関してコントロール（促進剤

なし〉に対する各促進剤併用時の薬物の定常状態伽x比（e曲謎磁g

轍甑EF）を求めた．　IF99．8に両皮膚間の関係を示す．　LSE樋幽と

ラット皮膚で9SMN。璽SDNに対する各促進剤の促進効果のランク

オーダはほぼ等しく、図申の直線は有意な相関性（豆SMN：ff・・⑪944：

p＜⑪．⑪5，XSDN：if・＝⑪．％g：p＜0．⑪5）を示した、また、用いた促進剤の中

では9一メントール、4一リモネン、ラウリルアルコールそしてオレイ

ン酸の順で促進効果が高かったe
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第5節　考察

　各皮膚透過促進剤を用いることにより9SMNと9SDNの皮膚透

過性は増加した。しかし、その促進率はLSE樋離よりラット皮膚

の方が高かった、また累積透過量から見てもほとんどの促進剤の添

加により、LSE－kSgkの0．5時間よりラット皮膚の8時間の方が高

くなった。前章において、フ種類の薬物を用いLSE華寿、ヒト皮膚

およびラット皮膚透過性を検討し、ラットとヒト皮膚の9時間と

LSE踊帥の（踏時間の皮膚透過量がほぼ等しいことを報告した。

また、薬物の皮膚透過の主な抵抗層がどこにあるのかを検討したe

その結果、ラット皮膚では90％以上が角質層に透過抵抗があるの

に対し、LSE－highでは79％が角質層であり、20％が生きた表皮

層であることがわかった．また、ヘアレスラットの角質層の透過抵

抗はLSE届帥の角質層のそれより、約9920倍高く、さらに両皮

膚の真皮層の透過抵抗はほとんど変わらなかった。以上より、LSE．一

higk透過性では生きた表皮層の透過抵抗の寄与を無視できないこ

とがわかった。

　皮膚透過促進剤の効果メカニズムは脂質の流動化を始め、脱脂、

タンパク質変性、溶媒牽引、促進剤自身の角質層構造への作用等で

あることが知られている59）．これらは物理化学的に見ると、皮膚の

構造を変化させることにより皮膚中での薬物拡散性を上昇させるこ

とと、皮膚への薬物分配性を増加させることである。すでにBaxry

らはそれらの作用機構は角質層の細胞間脂質に働きかけ、その構造

を変えることにより透過促進することを示唆している60）．今回の結

果から、薬物透過の律速段階が角質層にある方が皮膚透過促進効率

が高くなると推察された．つまり、LSE－highはラット皮膚より薬

38



物に対する角質層の透過抵抗が低く、皮膚透過促進剤による角質層

の構造変化が小さいため促進効果が低かったものと考えられた。

　Fl蓼．8においてLSE認幽とラット皮膚問の直線性を聡MNと

璽SDNでそれぞれ検討したところ、

璽SMNI　y鵠劔093x　4．8S6璽牌⑪．944

璽SDN：y鵠舗6ツ號÷〔瓦6667舞⑪96窓

となった．しかし9SMNの時にEFが大きくなるとLSE七三と

ラット皮膚問でずれる傾向が見られた、これは、透過促進効果が大

きくなると特に多くの促進作用が組み合わさって効果を発揮するた

めだと考えられた。さらに、LSE樋麟とラット皮膚の角質層バリ

アー能の違いもこの結果に関係しているかもしれない．

　1・一メントールの各濃度による透過促進効果は、LSE－k99hとラット

皮膚ともに9SMN透過では3％で最大となり。5％、9⑪％にする

と促進効果は減少した。3％9一メントールでは9一メントールの皮膚

付着はほとんど見られず、1一メントール濃度に依存した薬物拡散性

の増加により9SMNの透過促進効果が見られた、一方、1一メントー

ル濃度が5％、kO％となると、1一メントールが皮膚に付着するため、

透過面積が減少して促進効果の減少をもたらしたと思われた．さら

に9一一メントールが皮膚中に吸収され蓄積することで3％より高濃

度では促進効果よりも角質層中の水溶性透過ルートが減少するため

に促進効果が減少したのかもしれない．なお、同様な現象は塩酸モ

ルヒネを用いた時にも観察されている61＞．一方、9SDN透過では

10％1一メントールが最大となった、9SDNは脂溶性薬物であるため、

角質層に1一メントールが付着し透過面積が減少しても影響が見られ

39



なかったと思われる．また、1一メントールが皮膚中に分布すること

により脂溶性透過ルートが増大し、薬物の皮膚への分配性ならびに

拡散性が上昇したと考えられた．しかし，、促進剤の評価において、

角質層の透過抵抗がLS駐睡幽よりラット皮膚の方が高いこと、

LSE樋麟には汗腺や毛穴がないことについては特に注意が必要で

あろう．
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第6節　小括

　LSUkgghは、皮膚透過促進剤のスクリーニングに利用できるこ

とが示唆された。また、LSE姦幽を用いることで皮膚透過促進剤

のスクリーニングを今までより短時間で評価できることが示唆され

たeさらに、LSE堀飾とラット摘出皮膚のバリアー機能の違いに

注目すると、LS駐睡麟と摘出皮膚を用いた促進剤の促進比から促

進メカニズムの評価にもこの培養ヒト皮膚モデルが使用できると思

われた。
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第3章　においセンサー（水晶発振子）

　　　　　迅速定量法に関する検討62）

を用いた薬物の

　すでに第9章において、三次元培養ヒト皮膚モデルを用いて皮

膚透過実験を行うことによってラット皮膚やヒト皮膚を介した薬物

の皮膚透過性を約瞼20倍速く評価できることを報告した3i）．し

かし、薬物の測定は一般にHWLCを用いて行うため、一連の透過

サンプルの測定が終わるまでに数時問から数十時間を要する．した

がって、本編の最終目標の1つであるC備b垂藤。鹸lC畑麟働yや

HTSに対応する皮膚透過性の迅速評価を可能にするためには皮膚

透過した薬物の測定時間まで迅速化する必要があると思われる、

　そこで、著者はエレクトロニクスの分野でマイクロバランスとし

て知られている水晶発振子に着目した63・　6Z9），これは水晶発振子の電

極上に脂質膜を被覆し、その被覆した脂質に分子が吸着して、吸着

量分だけ振動数の減少が起きるものである．すでに、この原理を利

用して、現在、匂い、苦味分子の測定センサーとして実用化されて

いる。

　本章において、著者は臨急イセンサーを用いて、薬物の皮膚透過

量を迅速に定量できるかを評価した。
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第9節　実験方法

1．試薬材料

　インドメタシンは和光純薬工業株式会社（大阪）から購入したe

水晶発振子の電極に貼りつける脂質には塩化ジメチルジステアリル

アンモニウム（東京化成工業株式会社、東京）を用いた．また、ポ

リスチレンスルホン酸はシグマ社（翫Lo盛s，　MO，　USA）から購入し

た．その他の試薬と溶媒はHPLC用もしくは特級品をそのまま精

製せずに用いたe

2。ニオイセンサー

　水晶発振子（9MH：z）を有するにおいセンサー（sge1⑪5W、相互

薬工、東京〉をインドメタシンの定量に用いた．まず、塩化ジメチ

ルジステアリルアンモニウムとポリスチレンスルホン酸からなる

1：iポリイオンコンプレックスをOkakaggの方法によって調製し

6s、これをクロロホルムに溶かし（3，33　mg／】m：L）、その約3μLをマ

イクロシリンジを用いて水晶発振子の電極上に被覆した、なお、正

確な脂質被覆量は、被覆前後の水晶発振子の振動数差から計算して

求めた。

3。インドメタシンの吸着実験

　ビーカーに10％エタノールを30mLを入れ、そこに水晶発振

子をセットした．その模式図をF豆g．9に示す．振動数変化が安定

した後、100％エタノールに溶かしたインドメタシン（5mg加L）25、

50、100、150そして200μLをそれぞれ滴下し（インドメタシン

濃度に換算すると4．17、8．33、16．67、25．0、33。3μ9／m：しとなる）、

ag3



経時的に振動数変化を記録した．なお、ビーカー内は37℃に保

ち、マグネティックス心心ラー（マルチス面一ラーMC301，サイ

ニクス、東京）により撹搾子を1200甲mで回転させることで撹搾

した．
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ミ
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microba丑a鍛ce

4。膜透過実験

　摘出皮膚は皮膚中からの漏出物が多くニオイセンサーの測定のモ
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デル膜としては向かない．そこで、漏出物が少ないLSE懸麟の表

皮層を除去したLDMをモデル膜として用いた、　LDMを有効拡散

面積⑪．95cm2の2一チャンバー横型拡散セルに挟み、皮膚表面側に

インドメタシンのエタノール溶液（5mg燃し）を25縫L適用し、

裏側に瞼％エタノールを3⑪mL適用した、また、水晶発振子は

レシーバー溶媒である9⑪％エタノール中にセットした．両セル内

はスターヘッド型撹搾子をマグネティックスターラーにより璽2⑪⑪

蜜脚で回転させることで撹拝した．その模式図をaSkg．豆⑪に示す．

インドメタシンの皮膚透過量は水晶発振子の振動数変化から算出し

た。また、水晶発振子をセットせずに同様な透過実験を行い、この

場合は、経時的にレシーバー側から◎5ewLサンプリングし、実験：

を継続するため9⑪％エタノールを戻した、採取したレシーバー溶

液中のインドメタシン濃度はH既Cを用いて測定した。
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5。HPLCによるインドメタシンの定量法

　インドメタシンを含むレシーバー溶液に内部標準物質のp一ヒドロ

キシ安息香酸エチル／90％エタノール溶液（ROμg／mL）をR：1で

混和し、その20μ：LをHPLCシステムに注入した。　HP：LCシステ

ムは第9編、第9章の実験方法6と同じ物を使用した。なお、

移動相はメタノール：（遡％リン酸＝8：2、検出波長は262itm、

また流速は丑醗：L／m鹸とした、その他HP：LC条件の詳細は既報に

よった6s）．
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第2節　インドメタシンの水晶発振子への吸着

　種々濃度のインドメタシンを含む10％エタノール中に水晶発振

子を入れ、水晶発振子の振動数変化（AFs　esZ）を調べた。　Flg。　Uに

インドメタシンの吸着による水晶発振子の振動数の減少曲線を示す．

減少曲線は適用したインドメタシン濃度を増加するに従い大きく変

動したが、すべての適用濃度において約40m鹸で一定値となった．

すなわち、バルク溶媒である9⑪％エタノールと水晶発振子に被覆

した脂質（塩化ジメチルジステアリルアンモニウム〉間でインドメ

タシンの分配が平衡になるのに約4⑪膿鰍要したと考えられた．
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　そこで、振動数変化△Fと時間tとの関係を調べたところ、試

験したすべての濃度においてほぼ次式の関係がみられた．

　　　　　　　一　kr
N7　＝　A（fi　一e　　　　　　　　） （6）

ここで、Aは定常状態時の振動数変化量、　kは一次速度定数である。

kはすべてのインドメタシン濃度においてほぼ等しく約⑪．o呂miパで

あった。さらに、6⑪m盈後の△Fを定常状態時の値（A）とし、こ

れと10％エタノール中のインドメタシン濃度（確認のためHPLC

を用いて測定）との関係を調べた．その結果をFig。92aに示す。ま

た、Flg　92aに示した各点は水晶発振子に付着させた脂質（塩化ジ

メチルジステアリルアンモニウム）量がわずかに異なっていたので、

膜脂質量で補正をした振動数変化についても調べた。結果をFig．　i2b

に示す。インドメタシン濃度（42－33．3pag／WtL）と振動数変化の相関

係数はFl霧』％，　bに示したデータでそれぞれ0．959、（）．977であっ

たeまた、インドメタシン濃度が高いとき相関性が悪くなる傾向に

あったので、4．2から25．0μ9／mL問で相関係数を求めると、Fig。12a，

bでそれぞれ0．982、0．998であった。

　以上より、膜脂質量で補正した振動数変化量とインドメタシン濃

度（4．2－25．0μ9／m：L）が比例することがわかった．そこで、以後は、

この範囲内で検量線が成り立つものとしてインドメタシン濃度を求

めることとした。
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第3節　インドメタシンの皮膚透過性

　次にインドメタシンのLDM透過性を拡散セルを用いて調べた。

なお、透過実験を2種類行い、一方は水晶発振子で、もう一方はHPLC

でインドメタシンの膜透過量を測定した。Flg．　Bにインドメタシ

ンのLDM累積透過一時間曲線を示す。水晶発振子で評価した薬

物の膜透過量（△）をHPLCの値（○）と比較したところ、累積透

過量は異なるものの定常状態透過速度はほぼ等しかった。なお、水

晶発振子の60分以内のデータでは、検量線域より低いインドメタ

シン濃度であった、

　水晶発振子で求めた累積透過量が低い原因について考察したとこ

ろ、F量g．　Uに示したように、水晶発振子の振動数減少量が一定にな

るのに擁醜eが存在するためと思われた、そこで、水晶発振子で

測定した累積皮膚透過量データ（12’ω）と（6）式を用いて、デコン

ボリューションのにより真の累積皮膚透過量gωを求めた．なお、

g’ωとgωの関係は次式で示される。

e’　（t）　＝　S6　ee）（g　一　emk（t一　e））de
（7）

　補正した結果gωをFig．　B（A）に示す。図から明らかなように、

gωはHP：LCで測定した値とほぼ等しくなった。
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第4節　考察

　水晶発振子マイクロバランスは空気中や溶液中の匂いや苦味物質

の量を測定するのに使用されている。水晶発振子を用いる利点は測

定時間が短く（数分）、前処理の必要がないことである。

　著者は、まず、水晶発振子の電極上に吸着したインドメタシン量

とその時のサンプル中インドメタシン濃度との関係を検討した。そ

の結果、インドメタシン濃度に依存して振動数の減少度が大きくな

った（F財宝．特に、電極に付着させた脂質量あたりに換算すると、

振動数減少度はインドメタシン濃度（4。2－25．0μg／mL）に比例した

（F噛謝．しかし、33．3μg／mしでは直線性が得られなかった。こ

の原因についてはまだはっきりしていない．

　一方Okkkmaは匂い物質の場合には水晶発振子に付着させた膜

厚の増加と共に吸着量も増大したが、苦み物質は膜厚には依存しな

かったと報告している68）．これは匂い物質が膜の内部まで分配する

が、苦味物質は表面のみに分配したためであるとしている．インド

メタシンでは、その濃度と振動数の相関性が脂質量で補正すること

で良くなったことから、この薬物は脂質表面だけでなく深部にまで

分布することが示唆された．通常、皮膚適用する薬物は脂溶性物質

が多く、水晶発振子マイクロバランスはこのような脂溶性薬物の定

量に応用しやすいものと思われた．

　F噛nに示したように、インドメタシン溶液に水晶発振子を浸

したとき、一定の振動数減少が得られるまで数十分必要とした．動

物やヒト皮膚は薬物の拡散抵抗が高いため、一般に数時間から数十

時間の透過実験時問を要す．このような場合では、一定の振動数減

少が得られるまでのlag　timeはほぼ無視できる。しかし、迅速評価
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のために培養皮膚等を用いた場合では膜透過性が速いために、数十

分の1鋸舳eでも問題になる。

　今回、この欠点を解消するためデコンボリューションを用いた．

また、デコンボリューションを行う際に用いる水晶発振子の振動数

減少一時間曲線に関しては式6によって簡略に表現できた、なお、

F豆9．99のデータをていねいに観察すると、最初の1分以内に振動

数減少がほとんど見られないことがわかる、しかし、この時間が膜

透過時間に比べて極めて短いため、今回の計算式ではこの部分を無

視した。

　さらに、モデル薬物として脂溶性のインドメタシン以外にも、水

溶性のアンチピリンや一硝酸イソソルビドを水晶発振子で定量した

が、測定感度が悪かった．水溶性薬物では水晶発振子に付着させる

脂質の種類について今後検討する必要があろう．

　また、今回使用した水晶発振子では低濃度（約4μg／emL以下）

のインドメタシンを検出するとことができなかったため、ドナー側

にインドメタシンのエタノール溶液を用いて膜透過速度を促進させ

た（レシーバーに90％エタノールを用いたのはシンク条件を確保

するためである）．しかし、測定値g旬はHPLCの値より低くな

った．この低感度に関する問題は、高品質の水晶発振子（27・MHz）を

用いることで解決できると思われる69）。
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第5節　小括

　水晶発振子はインドメタシンの測定に関して低感度であったため

初期の透過挙動を得ることができないなど．改善する余地は残され

ているものの、Caco－xe　25）、　C露一3絢、さらにはLSE等の培養組織膜

の利用と並んで，生体膜透過挙動を迅速に評価する有用な方法とな

ることが期待できるものと推察された．
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第2編 geSUkggkの皮膚刺激性評価材料として
の有用性

　現代社会に生きる我々は、日常生活においてさまざまな化学物質

と直接接触することが避けられない。なかでも、化粧晶は、日常的

に直接皮膚に使用するため、安全性の確保と皮膚刺激性の発現阻止

に関しては細心の注意が必要とされている、また、治療薬の投与部

位としても皮膚が頻繁に用いられ、適用部位局所の疾患の治療だけ

でなく、全身循環系に吸収されて薬効を発揮する経皮治療システム

（TTS）が市場されている70）eしたがって、このような外用剤中に含

まれる薬物や添加物の皮膚刺激性にも注意しなければならない。特

に、薬物の皮膚透過性を改善するために用いられた添加剤や電流に

よって皮膚刺激が増強する可能性があるので71・72）．十分な注意が必

要である．近年では、皮膚刺激に関する消費者や患者の関心の高ま

りもあって、簡便かつ精度の高い皮膚刺激性の評価法の開発は今後

ますます重要になることが予想される73＞、

　皮膚刺激は，、外来の化学物質、熱あるいは紫外線といった物理的

因子によってダメージを受けた角化細胞や繊維芽細胞から放出され

る炎症メディエ翻転であるアラキドン聖代写物やサイトカインなど

によって生じる可逆的な炎症反応として定義されている74）．また、

血液より浸出してくる炎症性の細胞も関与して、最終的に紅斑や浮

腫などの皮膚反応が生じると考えられている75＞。そこで、従来から、

化学物質の目や皮膚に対する刺激性の評価法としてウサギやモルモ

ットを用いたDragze試験が行われてきた76・　77）。しかし、ヒトとの

種差や動物愛護iなどの問題点が指摘され、ヒトに対する皮膚刺激性

を正確に予想できるin　vitro代替法の開発が強く期待されるように
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なった78）。

　一方、近年の組織培養工学の発展により、実際の皮膚の構造に極

めて近い晦響鈴d量鷲翻◎舩k翻霊麗¢曲樋麗skim簸◎d¢璽カミ開発された29＞e

この皮膚培養細胞には血管系が存在しないため、ウサギやモルモッ

トを用いた翫蹴e試験のように紅斑や浮腫が起こらない問題点も

ある79）。しかし、培養皮膚の皮膚刺激性は細胞内ミトコンドリアの

コハク虚脱水素酵素が3一（4，5－d蓋m¢嘘良y龍翫薩豊azo豊一2－y璽）一25

d軸磯y麗富鉱◎勲醗bず。翻de（MTT）を還元して生成するホルマザンを

生細胞数（率）とするMTT試験：80・　91）や細胞のニュートラルレッ

ド取り込み量を生細胞数（率）とするニュートラルレッド取り込み

（NR）試験法s2・　93）を用いた細胞毒性試験から評価され、　Dr寵¢試験：

と9x　vttro　MTTの試験結果は良い相関を示すことが報告されてい

る，また、培養皮膚は炎症メディエータである臨盈αJL尋やPGE2

等を放出することも確認されている糾絢．

　従来行われてきたD鍛㈱試験やMTT試験は、刺激物質を直接

皮膚に適用した時の適用濃度とその時の皮膚刺激性について報告さ

れているにすぎず97・　99）、皮膚刺激発現部位での刺激物質濃度と皮膚

刺激性の関係について検討した報告はほとんどない。そこで本編第

豆章では皮膚刺激性に及ぼす角質層の影響を評価した．また、第2

章ではtoxicoktweaics／gQxic◎cody麟盛csの考え方に基づき、刺激発

現部位の濃度と皮膚刺激性の関係を検討してLSE短帥の皮膚刺激

性評価材料としての有用性を評価した．
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第9章　皮膚刺激性に及ぼす角質層の影響

　ヒトの表皮では絶えず細胞増殖と分化が繰り返され。新しく生成

された表皮細胞はひたすら角化への分化を示す．また、その結果と

して角質層の新生と落屑が起こる．ヒト皮膚の角質層の厚みは、部

位によって異なるものの平均約2⑪脚の薄層である．角質層では、

ケラチン繊維を多く含有する扁平な角化細胞が緊密に重なり合い、

その細胞間間隙には多数の脂質二重層がラメラ構造をなし、角質層

が外因性物質から生体を保護するための強力なバリアーとして作用

している．そのため、皮膚刺激物質の皮膚透過性に対しても角質層

は強力なバリアーとして作用している．また、皮膚刺激評価はウサ

ギやモルモットなどの動物皮膚や三次元培養ヒト皮膚を用いる試験

の他に、浮遊細胞を用いたMTT試験やNR試験：の細胞毒性試験：

が行われている。しかし、浮遊細胞を用いた試験：は、実際の加伽。

皮膚刺激性と相関しないという多くの報告がある89・　ge）．これは、浮

遊細胞には角質層のようなバリアーが存在しないためであると言わ

れている．しかし、それにも関わらず、実際に皮膚刺激性に対する

角質層の影響を評価した報告はほとんどない．そこで、本章では皮

膚刺激性に及ぼす角質層の：影響を：LSEを用いて速度論的に評価す

ることとした。
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第1節　理論

　LSEにおける生細胞数（率）は、　LSEの表面に皮膚刺激物質が

適用された後、適用濃度が一定の時、一次速度に従って減少すると

仮定した。また、角質層の透過抵抗を減少させる刺激物質を適用し

た場合、刺＝激物質によって角質層バリアーが破壊された後、急激に

生細胞数（率）は速くなると仮定した．このような仮定の下、全層

LSEにおいて皮膚刺激反応は以下の2つの式として表すことがで

きる．

w二二。≦夢くT v＝豆⑪b㈱　exp（一艦鋤 （8）

w恥ene　k　T 》＝璽。⑪・ex澄（一網η囎郷（一ん2鱗） （9）

ここで、yは時間Stに対するLSEの生細胞率（％）、馬とk2（ki　＄　k，）

各々適用初期と後期相の一次刺激速度定数、Tは初期の遅い刺激相

から速い刺激相になる変換点を示す。

　一方、角質層を剥離したLSE（sgripped　LSE）に刺激物質を適用し

た後の：LSEの生細胞率は以下の式で表すことができる．

w簸e競≧0
y　＝　goo　tw　exp（一　k，，　tw　t） （go）

ここで、kssはs蜘ped　LSEにおける一次刺激速度定数である。し

かしながら、試験終了時に、LSEの生存率が0になるとは限らな

いので、（8）、（9）、および（10）式はそれぞれ（U）、（12）、および（13）

の式とした．
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when　e≦9＜T　　y＝（go⑪一y．．）㈱ex欝（一鳶韮劔）＋肱　　　　（u）

噛e瞬≧T　　　v＝（99⑪一覧）⑱㈱（弍蔓軽）・e麟一㌔鰯）÷覧（璽2）

wぬex　t≧（》　　　　　　　　1／瓢（璽⑪9］｝一・▽。。’）ew　eXff》（一ks，㈱の＋鷲　　　　　　　　　　　　　（璽3）

ここで、V。。は刺激物質適用後の無限大時間の生存率を表す．
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第2節　実験方法

1、実験材料

　乳酸、ラウリル硫酸ナトリウムおよびTWtopt　X400はSlgm我

ChemicaE　Co．　Led．〈翫Lo醜，　MO，　USA）から購入した。オリーブ油は

片山化学工業（大阪）から購入した、MTT試薬はS垂gma　C齢㎡ca亙Cα

撚．から購入した．その他、すべての試薬、溶媒は特級品または

HPLC用を用いた。

　モデル皮膚として全層LSEと角質層をピンセットで取り除いた

s麟p脚d：LSEを用いた。

2。MTT試験

　LSEの皮膚刺激性評価にはMTT法8α81）を用いた。

　各刺激物質を含有した生理食塩液（乳酸13、丑0、30％、オリー

ブ油1900％、ラウリル硫酸ナトリウム11、90％、騒魏X4001丑、

10％）40μ：LをLSEの角質層側に適用し、37℃、5％CO2のインキ

ュベータで各時間インキュベートした。インキュベート後、角質層

上の余分な刺激物質を1醗：しのアッセイ培地で洗い落とした．直ち

に0．333　簸9／mL　MTT一アッセイ培地をLSEの真皮側に0。6　mL適

用し、37℃、5％CO2下で3時間インキュベートした。インキュ

ベート後、余分なMTT溶液を1m：しのアッセイ培地で洗い落と

した．これらの：LSEは生検パンチを用いて、『直径8mmにくり抜

いた．くり抜かれたLSEは試験管に移し、0．04　N　HC藍一イソプロ

パノールを1m：L加えてから暗室で一昼夜放置し、ホルマザンを抽

出した。ホルマザンの測定は分光光度計（UV－960A、島津製作所、

京都）を用いて行った．検出波長は570・itmとした．
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第3節　皮膚刺激性と時間の関係

　Flg．丑4はオリーブ油適用後の時問に対するLSEの生存率を示す、

オリーブ油適用後、24時間まで生存率の低下は確認できなかった．

このことからオリーブ油は皮膚に対して刺激性がないことが示唆さ

れた、

F噛盈4

◎顛。

gee

ポ5
鞍5⑪

鷺

謬25

8　0 ＠

　　　　e
　　　　　⑪　　　6　　豆2　　璽8　　24

　　　　　　　　　T融¢伽

T擁eco鵬e◎f脇e燃瞬璽靭（％）of　LSE麟e餓ppllc翻磯◎ぜd醗

　Flge　ISa，　b，　cは、3、9⑪および3⑪％の乳酸適用後のLSEの生

存率をそれぞれ示す．また得られたデータを（gR），（92）式でフィッ

ティングした理論曲線も併せて示す、3、9⑪および30％乳酸の

ET5e値はそれぞれ7．4、4．2および35時間であった。興味深いこ

とに、Fig．95に示されるように時間に対する生存率は2相性を示

した．後半の減少曲線と比較して、初期の減少曲線は非常に遅かっ

たe初期相から速い相に変わる変曲点は3％乳酸の時6時間であ

った．一方、10および30％乳酸では約2時問であった．
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酸と同様に2相性が観察された。9％騒鵬X適⑪⑪適用の変曲点は

約2時間であり、豆0％騒鵬x一沁⑪は0．5時間よりも短かった．
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尉g．17a，bはk璽⑪％ラウリル硫酸ナトリウムの生存率と理論曲線

の結果を示す．璽％ラウリル硫酸ナトリウムのET5◎値は約9．6時

問．90％ラウリル硫酸ナトリウムは025時間よりも短かった．こ

れらの結果は、ラウリル硫酸ナトリウムが本研究で試験した皮膚刺

激物質の中で最も刺激が強いことを示唆している．ラウリル硫酸ナ

トリウム処理においては明確な2相性が観察されなかった．
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第4節2相性について

　各刺激物質の固膚の細胞毒性はET．値によって明確にできるか

もしれない。しかしながら、このパラメータでは皮膚刺激挙動の2

相性を説明することができない．そこで、2相性を説明するために

角質層を除去したLSEを用いて試験した．

　Xg。98は3％乳酸を適用した後の麟pped：LSEの時間に対する

生存率とその理論曲線を示す、，比較のために全層：LSEの結果も併

せて再度示す。予想したように、s蜘p¢d：LSEに乳酸を適用した

後の生存率は、時間に対して9つの一次減少速度で示すことがで

きた．一方、全層：LSEでは前述したように、生存率の挙動は2相

性を示している。
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　9％ラウリル硫酸ナトリウムも麟聾鍵LSEを用いて評価した．

その結果をFlg．99に示す、同様に全層LSEでの結果も再度示す．

S翻pped　LSEの皮膚刺激性（生存率）はうウリル硫酸ナトリウムの

適用後．璽つの一次減少速度で表現された．
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第5節　速度論的パラメータの解析

　細胞毒性の時間経過は理論中で説明した2相モデルを用いて速

度論的に解析した．麟gs．璽549中の曲線はデータを（8）一　（93）式に

フィッティングして得られた理論曲線を示す。得られた各パラメー

タをT翻¢6に示す．なお、オリーブ油では生存率の低下が認めら

れなかったため、また、R⑪％ラウリル硫酸ナトリウムは2番目の

測定値がV。。であったためフィッティングは行わなかった．

　最初に、s麟鞭eポLSEの生存率を（B）式を用いて評価した．3％

乳酸及びR％ラウリル硫酸ナトリウム適用によるkssは、それぞ

れ0。265および⑪．683ゼであった。また、全層LSEの生存率も

評価した。島、k2および丁値は、3％乳酸適用で、それぞれ、　QO382

ゼ、0．564ゼおよび6．9時間、9％ラウリル硫酸ナトリウム適用で、

それぞれ⑪．2eeゼ、0．694　h”iおよび⑪．686時間であった。得られ

たk2は3％乳酸と1％ラウリル硫酸ナトリウムで処理した時の

ks，と近い値であり、全層LSEの後の刺激速度はs蜘ped　LSEの

刺激速度に類似していることが示唆された。また、この速度定数が

ラウリル硫酸ナトリウムの方が乳酸より速いため、ラウリル硫酸ナ

トリウムは乳酸よりも強い刺激を持つことを示している。：LSEの

生存率において、より高濃度の乳酸（10％と30％）の影響も解析

した。10％と30％乳酸処理後のk2と丁値は。3％乳酸で得ら

れたk1値0．0382ゼを用いて算出した。亙0％の時にk，と丁寧

はそれぞれ0．423ゼ、L91時間であり、30％の時は0．S61　h－i、2．0時

間であった．丁値は乳酸の濃度が3％から90％まで増加するに

つれ短くなった。i％TrgtOft　X－900適用時の馬とk2およびT値

はそれぞれG、352ゼおよび1．83時間であった。10％T孟G鼓X．100
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はk、に丑％で得られた⑪ゼを用いて計算したところ2．27パお

よび0．磯時間であった。
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第6節　考察

　3％乳酸と璽％ラウリル硫酸ナトリウムをS面PP¢d　LSEに適用

後の生存率の減少速度が、単純な一次速度で示されたことから、こ

れらの刺激性物質の皮膚透過性は実験直後に定常状態になることが

示唆され、実験中、生きた表皮と真皮中の皮膚刺激物質濃度は一定

に保たれていると考えられた．このようなs醗鯉ed　LSEを介した

刺激物質の定常状態の透過挙動は、二硝酸イソソルビドと一硝酸イ

ソソルビドの透過における9ag舳eが翻時間よりも短いという

結果（第9編　第9章参照）からも簡単に予想できる。なお、全

層：LSEを用いたとしても震聡豊奇論eは約0．1時間であった．

　全層LSE中の2相性の刺激挙動は極めて興味深い現象である。

角質層のバリアー機能が完全な時、刺激物質の：LSE透過性が遅い

ため、皮膚中の刺激物質の濃度も低く、細胞の生存率の減少速度も

遅くなる。騒纏X400や乳酸の：LSEへの刺激挙動上の明らかな

変曲点の存在は角質層バリアー機能の破壊が突然起こることを示唆

している。s“9tbayashgらは薬物の皮膚透過に対する皮膚透過促進

剤であるAzoncにおいて興味ある挙動を報告している91）．すなわ

ち、3％Az㈱のエマルションの皮膚促進効果をヘアレスラットを

用いて検討した時、薬物の皮膚透過性は8時間までは有意な増加

を示さなかったが、その後はaOO倍も増加したことである。この

結果は、今回の刺激物質と同様Azoneがバリアー機能を突然減少

させたために起こった可能性がある。
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第7節小括

　皮膚刺激物質の細胞の生細胞率は、角質層が完全な時は遅い一次

減少速度で示され、その後、急に速い一次減少速度で示されたこと

から、ある一定の時間のが経過した後に、急に角質層バリアー

が破壊されることが示唆された。そのため、皮膚の細胞毒性は2つ

の一次減少速度によって表現することができた、一次減少速度は適

用濃度と刺激物質の固有の毒性と同様に、皮膚バリアー機能と密接

に関係していることが明らかになった、
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第2章 D麟z¢皮膚刺激性試験の代替法としてのしS駐

嫌齢を用いた羅TT試験の有用性92）

　薬物や製剤の一次皮膚刺激性の評価にヒトのパッチテストやウサ

ギやモルモットのD無鵬試験が行われている76・　7n．皮膚のDr蹴e

試験：は、刺激物質や紫外線といった物理的因子によってダメージを

受けた角化細胞や繊維芽細胞から放出されるアラキドン酸代謝物や

サイトカインのような炎症メディエータ、また、血液より浸出して

くる炎症性の細胞も関与して、最終的に現れる紅斑や浮腫などの皮

膚反応をスコアー化したものであり、一般的に広く用いられている

76・フ7・　87・　88）。しかし、翫寵e試験には種差や動物愛護などの問題点が

指摘され、ヒトに対する皮膚刺激性を正確に予想できる代替法の開

発が強く期待されるようになった．
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第量節　理論

　　一般に皮膚刺激性は刺激物質の適用濃度に依存するが、より直

接的には皮膚刺激部位における刺激物質濃度に関係すると考えられ

ている、また、一般に皮膚刺激発現部位は皮膚最上層である角質層

ではなく生きた表皮と真皮中にあると考えられる、しかし，、界面活

性剤などの刺激性物質の生きた表皮と真皮中の濃度は極めて測定し

づらい。そこで。本実験では。刺激物質の皮膚透過性から皮膚刺激

発現部位（生きた表皮と真皮）中での刺激性物質濃度を拡散則を用

いて算出することとした、

　いわゆる角質層を除去したs晦麟skl磯に刺激性物質を適用した

とき、生きた表皮と真皮の平均皮膚濃度CはFlckの拡散則から以

下の式で求められる．

c与鴫 （n4）

ここで、κvedは基剤と生きた表皮と真皮の分配係数、　C，は基剤中

の刺激物質濃度である．一方、1蜘。館k輪を用いたとき、生きた表

皮と真皮中の刺激物質平均濃度Cは全層皮膚の抵抗に対する真皮

の抵抗の比RRを用いて以下のとして表すことができる。

c瓢肺血。c
　　　　2　vv

（璽5）

但しRRは以下の式で示される、

　　　君，
RR　：
　　Psc　＋　Pved

（g6）
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ここで、P．とP。edは刺激物質の角質層と生きた表皮と真皮の透過

係数を示す、なお、角質層と生きた表皮と真皮の透過抵抗R．とR。ed

はそれぞれ透過係数の逆数で示される．

　上に示した方法を用いて，、適用濃度から生きた表皮と真皮申濃度

を算出するためには。K。edの値が必要である、そこで、κ。edを刺激

物質の皮膚透過挙動から、以下の方法で算出した．透過実験時にお

いて真皮側はシンク条件が成り立ち、さらにs麟聾翻LSE樋酔及び

＄拍動edモルモット皮膚が生きた表皮と真皮からなる泳層膜モデ

ルであるという仮定が成り立つとすると、時間ltにおける単位面

積当たりの生きた表皮と真皮を介した薬物透過量9は以下の式で

示される3n。

9一猛q隊÷譲r細一寿岡］ （17）

ここで、D。edは刺激性物質の生きた表皮と真皮中の拡散係数、　L，edは

生きた表皮と真皮の厚さを示す。薬物の分配パラメータ（κ。ed・L。ed）

は皮膚透過データを非線形最小二乗法を用いて（97）式にあてはめ

て求めた．なお、：LSE－kgghとモルモット皮膚のL。edは文献29）を参

照してそれぞれ530とU30μmとした。

　一方、琶ox孟coki鍼ics働xicody舩雨量csの考え方に従えば、皮膚刺激

性と皮膚刺激発現部位濃度の関係は、しばしば以下に示す（18）式

のE彫醐醗odd（H：i19式）で評価できることが示されている93）。

　fmax　tw　C7
7＝

fcr，。＋（ソ

（i8）
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ここで、fは皮膚刺激度、　f，、axは最大皮膚刺激度、　Cは皮膚刺激発

現部位刺激物質濃度、κ5。は5⑪％皮膚刺激発現濃度、そして。γ

は形状因子である。
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第2節　実験方法

1．実験材料

　塩化セチルピリジニウム（CPC）は和光純薬株式会社（大阪）か

ら購入したeその他の試薬及び溶媒は市販の特級及びHPLC用を

用いた．これらの試薬は精製せずにそのまま使用した．：LSE韻帥は

東洋紡績株式会社から供与された。

2。薬物皮膚透過実験

　皮膚の調製及び皮膚のセッティングは、第1編の第1章の実験：

方法2に準じて行った．CPCは界面活性剤の中でもesv吸収があ

りHPLCで感度よく定量できるためモデル物質として選択したe

角質層側に適用したCPC濃度はLSEkighの時9％とし、モルモ

ット皮膚の時は5％とした。真皮側には生理食塩液を使用したe

3。CPCの定量法

　移動相としてアセトニトリル：水（pH　3．5）÷α05　M　1一ヘプタスル

ホン酸ナトリウム＝70：30を用い．流速は1醗：L／醗i遡、検出波長は

254簸懲とした。また、内部標準物質にはp一オキシ安息香酸ヘキシ

ルを用いた。HPLCシステムは第1編の第1章の実験方法6と

同じ物を使用した。

4。Draize試験

　体重300－400gの雄性白色モルモット（ハートレイ系）の腹部を

実験前日にバリカンとシェイバーを用いて剃毛した。S鱒ped　skin

は、前日に剃毛後、セロテープを用いて角質層を20回テープ
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sgxgppedすることにより調製した33）、実験当日、モルモットはベン

トバルビタール（5⑪醗g／kg）の腹腔注により麻酔した。種々濃度の

CPC（9、2、5、7．5、9⑪および20％）をコットンパッド（直径翫灘、

厚さ卿5醗醗）に璽⑪⑪μししみ込ませて、腹部の4箇所に適用し

た。その際、一箇所はコントロールとして生理食塩液を適用した、

コットンパッドが腹部からはがれないようにセロテープを用いて固

定し、さらに腹部を包帯によりセロテープの上から巻いた。聡時

間後、コットンパッドを腹部から取り外し、そして騒臨7に示す

皮膚刺激基準から皮膚刺激性を評価した、また、評価後すぐにコッ

トンパッドを適用していた腹部を摘出し、MTT試験に用いるサン

プルとした。

T盆漉7　Sc翻囎sys総醗

Va蚕uc Obsew》曝葬《｝鍛

0
・
蔓
2
3
4

N◎e鑑y癒e醗a

Very　s簸麟電

We縣e伽ed

Mod徽縦◎server

Seve鷲

5．MTT試験

　MTT溶液はアッセイ培地を用いて濃度⑪．333　m9／醗：しとなるよう

に調製した．各濃度のCPC（9、2、5、7．5、10および20％）を

：LS］E－highの角質層側に適用し、37℃、5％CO2下で24時間イン

キュベートした．次に、：LSE取り出し角質層上の余分なCPCは9

WtLのアッセイ培地を用いて洗い落した．直ちに調製したMTT溶
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液をLSE癩幽およびモルモットの真皮側に9．xe　mL適用した。

37℃、5％C◎2下3時間インキュベートした後、余分なMTT溶

液を9　mしのアッセイ培地を用いて洗い落とした。これらの組織は

生検パンチを用いて直径窓騰懸にくり抜き、試験管に移し、0．04N

HCI．．イソプロパノールを加えて暗室で一昼夜放置し、ホルマザン

を抽出した．ホルマザンの測定は分光光度計を用いた．説明は前章

第2節実験の方法を参照。

76



第3節 塩化セチルピリジニウムの皮膚透過性パラメー

タの算出

　Flg．　xeOa，　bはそれぞれLSE蓋塾とモルモット皮膚を介した

CPCの累積皮膚透過量一時間曲線を示す。　LSE樋幽とモルモット

皮膚共にtwgacs　sk量瓢㊥）よりもs麟聾¢d　s懸蝋○）で胞g搬　eの短

縮と、その時の偽定常状態図xの増加が観察された．

　　　　a）LSE一睡9盤
　蓋2◎0

略
蕊9◎◎

書
器600
鐘
蕊3G・

暴

0　　　2　aj　6　　　8
　　　T油¢（h）

豆5◎99

萱20GO

聖Gee

6gee

30ee

b）G鷺盈舩Plg　sk軸

手φφ
壷

Φ歪φ

　mptw
ewas

0
0　　　　豊2　　　24　　　36　　　∠審＄

　　　　Ti魍（h）

F量薯．2⑪　T垂醗eco醗se◎f　c無a簸ges輪9ぬe　cesmaas璽説重ve農紐◎雛戯of　CPC癒麓

pe磁e畿e謹晦ro聴9藍LSE－kigk②羅謹塞腿泌聡睡g　sk量畷b）

㊧，蓋勲。建sk醜○，　s麟聾樋

Ee豊。翌：監P◎多野電ffepyeseSt重：s紐蓋e　me＆麺±S．E◎f　3　expe璽量me蒼寛s。

　次にLSE遍鉾とモルモット皮膚を角質層と生きた表皮と真皮か

らなる2層膜構造と仮定し、生きた表皮と真皮層における透過係

数P。edを（4）と（i7）式を用いて算出した．また各皮膚膜を介する

CPCの定常状態伽xから、（D式を用いてP，，を求めた。さらに、

（i6）、（i7）式を用いてme、　K。edを算出した。それらの結果をTabge　8

にまためて示す．
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a）風脚魏S聡lc雛豊藏ed窪。鋼．璽6

b）κved・WkS・b舩謡曲y　c雛rve勲泌霧◎紬鐸囎戯量。認鏡識騰麟sk磁

電oeq。η，癒磯v¢d盤葺蚕ck聡e＄sw轟ss¢雛◎53⑪μ購f◎鐙LS駐麺麟蹴du30μm

麺曙瞬遡劔澄1蕩葡）

　LSE癒麟とモルモット皮膚の皮膚透過係数を比較すると、　LSE

hRgkの方がP，。tはxe．8倍、　P．は2。⑪倍、　P，edは4．⑪倍大きかっ

た、RRはLSE蕪鉾で編39，モルモット皮膚で⑪。6鱗と計算さ

れたことから、CPCの皮膚透過には、角質層だけでなく、生きた

表皮と真皮層の抵抗も関与していることが明らかとなった．また、

K。edはLSE－higkの方がモルモット皮膚よりも約2倍大きかった．

7g



第4節　D臓㈱試験と汽麗丁試験結果の比較

　モルモット皮膚の醜麟sk蜘とs翻聾e面kl難にCPCを適用した

時の生きた表皮と真皮中のCPC濃度に対する翫蹴e　sco鵜（Fl霧．2豊）

とMTT試験による死細胞％（F量霧．22）を示す。なお、実線は騒鞭式

を用いてカーブフィッティングしたものである．
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　TabSe　9に得られたパラメータを示す．　Fl琶．21とFig．22の実線

のプロットが極めて一致していることから、s麺聾ed　sk量擁と櫨aα

sk盈の実験で、適用濃度が異なっていても皮膚中濃度が同じ場合で

は、ほぼ同じDr寵e　scoreと死細胞％が得られることが明らかと

なった．また、D蜘ze　scoreまたは死細胞％と皮膚中濃度との関

係はstripped　sk沁とintact　skgn共にHilR式でよく表現できること

がわかった．
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TabEe　9
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Sk勧1蕪譲1◎羅P諮撒¢愈¢鱈餅CPC　o簸MTT鍵＄躍y認難轟D劉蹴e

（a）　MTT
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（b）D麟ze
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1　一一

4．aj66

璽23璽2

凱⑪43

　Dr蹴¢試験結果と同様、　MTT試験でも刺激部位濃度が高くなる

につれて皮膚刺激性に飽和が見られたeさらに、髄蹴e試験と躍TT

試験のYCso値は驚⑪、98．9と比較的近い値となることがわかった．

F噛23にモルモット皮膚を用いたMTT試験とD麟鵬試験の相関

性を示す．図から得られる関係式は、

D麟ze　sc◎罫e認2．窓20x丑σ2鱒％f膿。琶1◎難◎慧銀d　ce聾聰麗醗be璽

　　　　　　　一e一　g．272　（g9）

であり、相関係数は0．986であった。

以上よりMTT試験はDraize試験の代替法として用いることがで

きることが明らかとなった。

sg



4

3
　
　
　
　
　
2
　
　
　
　
　
畷
且

　
　
⑪
勧
◎
O
麹
犠
⑪
国
咽
囎
軸
《
團

L
2
0

⑪
嗣 ＠　20　4＠　60　8＠

D餓dceU　nu鵬’ber（％）

goo

F量塞．23　Re璽a鋤蓋OitS難Rps　be翻e詞曲e　Dffa量ze　score　and　perce麗of　dead　ce懸

as9醗b¢s量鷺蓬ぬe醐’T　assayミ蓋s量鍛99聰量Rea藍）量g　sk量es

SO豊量d　l量螂即rese蝦ぬe　es魏譲ed　c麗ve，

　　　　　　D恋ze　scO騰瓢2．820x　lO－2⑭％倉ac重養。麹。ぜdead　ce盟eCUtwber＋1．272

82



　次にLSE韻酔とモルモット皮膚の皮膚刺激における相関性を評

価するためLSE擁鹸を用いてMTT試験を行った．Fl塞．24に醜雄

及びs翻鞭edのLSE樋麟を用いたMTT試験結果を示す．実線は

Kl19式を用いてカーブフィッティングした結果である．LSE題麟も

モルモット皮膚と同様にRRを用いることにより、刺激部位濃度

と皮膚刺激性の関係を評価できることが示唆された．また、モルモ

ット皮膚のMTT試’験結果とLSE緬麟のMTT試，験結果はi類似し

たパターンを示したことより、LSE癒帥のMTT試験もモルモッ

ト皮膚のD翻ze試験に替わる方法として考えられることが示唆さ

れた．
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第5節　考察

　皮膚刺激性は一般に用量依存的であると報告されている耶7・胸．

また、皮膚刺激性は本来刺激部位濃度に依存するはずである。しか

し、皮膚刺激性と刺激部位濃度を考慮した報告はほとんどない．こ

れは刺激性物質の皮膚中濃度の測定が難しいことにも起因すると思

われる、そこで、職ckの拡散則を用いて刺激性物質の皮膚透過性

から皮膚中濃度を算出した．また、用量反応曲線を表現できるHm

式を用い、刺激部位（皮膚中）濃度と、面心e法及びMTT試験

から得られる皮膚刺激度との関係をLSE緬酔とモルモット皮膚を

用いて評価した。

　一般に薬物の皮膚透過性は角質層が主な律速となるが41・　42）、CPC

は角質層だけでなく生きた表皮と真皮の透過抵抗も高いことが明ら

かになった．CPCは角質層のバリアーに対する透過促進効果を有

していたために、生きた表皮と真皮の透過抵抗が高くなったのかも

知れない。

　モルモット皮膚を用いた蓋搬αskl醜とs蜘ped　ski＊を介する

CPCの皮膚透過性の違いは、　RRの採用で、　Draize試験とMTT試

験から得られた皮膚刺激度共に、同じH汎論によって表すことが

できた（Figs．　21，22）。また、この時のfC5。はDraize試験で92．3、

MTT試験で18．9であった。さらに、モルモット皮膚のDra重ze　score

とMTT試験結果は良い直線関係が得られた（Fig．23）ことより、

今まで行われてきたDraize皮膚刺激性評価試験の代替法として

MTT試験法が用いられる可能性を示唆するものである。さらに、

LSE幽幽を用いた時の、皮膚刺激度と刺激部位濃度との相関（Fi　9．

24）では、モルモット皮膚を用いた時の結果とImaxとγは同じ
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値であったが、fC5。値は異なった．これは、　CPCがモルモット皮

膚中の細胞透過性よりLS駐睡鈎の細胞透過性が高いため、低濃度

でも高い死細胞率が得られたものと考えられた．また、CPCの皮膚

への分配係数もLSE樋幽の方がモルモット皮膚よりも大きかった

ことも影響しているものと考えられた、そこで、LSE懸鉾の刺激

部位濃度にモルモット皮膚の9Cs。をLSE癒酔の℃鉛で割った比

を用いて補正した．その結果を騒g．25に示す．図より明らかなよ

うにLSE厩幽とモルモット皮膚はほとんど一致する結果となった、
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第6節　小括

　LSE・一highを用いたMTT試験がモルモット皮膚やウサギを用い

たD瀧e試験の代替法になる可能性が示唆された．また、皮膚刺

激性は皮膚透過性を考慮し、皮膚刺激部位濃度を用いてeeig9式で

表せることが示唆された、今回得られた結果は化粧品材料や医薬晶

添加物の刺激性評価の新規方法として有用と考える．
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結論

　皮膚適用製剤の開発では、ヒト皮膚透過性やヒト皮膚刺激性を測

定または推定することが重要である。しかし、腕卿。ヒト試験：は臨

床試験：まで待たなければならず、碗yigro摘出皮膚試験：は組織摘出

に係わる倫理的な問題のため全ての国で行える状況ではない。また、

実験動物の使用自体も動物愛護の観点から問題視され、ヒトまたは

動物皮膚を介した薬物透過性や皮膚刺激性の代替法の確立が急がれ

ている。

　そこで、著者は、ヒト皮膚または実験動物の摘出皮膚の代替膜に

LSUhighがなりうると考え、次の項目について検討した．

1）LSE樋麟の薬物の透過性について

2＞LSEkighを用いた皮膚透過促進剤のスクリーニングについて

3）LSE鞭凶と水晶発振子を用いた皮膚透過性の迅速定量法の確

　　立について

4）皮膚刺激性に及ぼす角質層の影響について

5）LSE－highを用いた皮膚刺激性評価について

以下にその要約を示す。

1）LSE踊凶の薬物の透過性について

　LSE－high、ヒト摘出皮膚およびヘアレスラット摘出皮膚を用い、

極性の異なる7種の薬物の透過性を比較した。その結果、：LSE－high

を介した05時間の累積薬物量と、ヒトやラット摘出皮膚を介し

た8時間の累積透過量がほぼ等しかった．また、薬物のLSE届帥

とヘアレスラット皮膚透過の律速段階を検討した結果、ヘアレスラ

ット皮膚の主なバリアー能は角質層にあったが、LSE－highは角質
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層だけでなく角質層を含む表皮層全体にあった、さらに、各皮膚に

対して、薬物の拡散パラメータと分配パラメータを算出した結果、

用いたすべての薬物の拡散パラメータは、LSE樋鉾の方がヒトお

よびヘアレスラット皮膚よりも約灘5⑪倍高かった．しかし、分

配パラメータは。LS送葬麟、ヘアレスラットおよびヒト皮膚問でほ

とんど違いが見られなかった．すなわち．ヘアレスラットおよびヒ

ト皮膚透過性よりLS駐麺麟透過性が高いのは、分配パラメータで

なく拡散パラメータの違いが関係していることが明らかとなった、

さらに、水溶性薬物のLSE樋幽透過時の璽罐醜¢は、脂溶性薬物

よりも長い傾向が見られた。類：似した傾向は、ヘアレスラットおよ

びヒト皮膚でも観察された、加えて、p雛灘e璽騨難e癩磯脚豊踊躍脚曲量

文）にしたがい、L◎gP、。tとLOgKgewの関係を評価したところ、

LSE樋帥のlngP，。，一kogKgwの関係はヒト皮膚でのこの関係に対し

て平行に上側にシフトした．この結果にはLSE織縞とヒト皮膚の

類似した分配パラメータと異なった拡散パラメータが反映している

と考えられた。

　以上より、LS駐睡垂は、薬物のヒト皮膚透過性の評価材料とし

て利用できること、また。薬物のヒト皮膚透過性を短時間で評価で

きることが明らかとなった。さらに、式（3）を用いることで、

LSE蕪離透過性からヒト皮膚透過性を簡便に予測できることが示

唆された、一方、LSE樋幽とヒト皮膚のバリアー機能および薬物

透過特性に相違があることも明らかになった、

2）LSE短鉾を用いた皮膚透過促進剤のスクリーニングについて

LSE－highおよびヘアレスラット皮膚に各皮膚透過促進剤を適用

したところ、9SMNと9SDNの皮膚透過性は増加した。しかし、
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その促進率はLSE掘鹸よりラット皮膚の方が高かった、これは、

ラット皮膚とLSE樋幽の透過抵抗の違いに起因すると考えられた．

つまり、LSE顯幽はラット皮膚より薬物に対する角質層の透過抵

抗が約駆上低く．皮膚透過促進剤による角質層の構造変化が小さ

いため促進効果が低かったものと考えられた。また、LS駐輪麟と

ラット皮膚問の促進比の関係を9SMNと聡DNで検討したところ、

両薬物において直線関係が認められた、さらに。皮膚透過促進剤の

促進効果は促進剤濃度によって影響する可能性があったため、各濃

度の9一メントールについて促進効果を検討した、その結果、LSE擁幽

とラット皮膚ともに、璽S懸N透過では3％で最大となり、S％、90％

にすると促進効果は減少した．一一方、翌SDN透過では璽⑪％びント

ールで最大となった．このような促進能の差は、透過ルートに及ぼ

す9SiMiNと聡DNの極性の違いと促進剤の促進メカニズムを反映

したためであると考えられた．

　以上より。LSE蕪幽は、皮膚透過促進剤のスクリーニングを短

時間に評価できることが示唆されたeまた、：LSE届麟とラット摘

出皮膚のバリアー機能の違いに注目すると、：LSE－h99hと摘出皮膚

を用いた促進剤の促進比と促進剤の濃度から促進メカニズムの評価

にもこの培養ヒト皮膚モデルが使用できると思われた。

3）LSE樋鏑と水晶発振子を用いた皮膚透過性の迅速定量法の確

立について

　水晶発振子マイクロバランスは空気中や溶液中の匂いや苦味物質

の量を測定するのに使用されている．水晶発振子を用いる利点は測

定時間が短く（数分）、前処理の必要がないことである．そこで、

水晶発振子の電極上に吸着したインドメタシン量とその時のサンプ
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ル中インドメタシン濃度との関係を検：討した。その結果、インドメ

タシン濃度に依存して振動数の減少度が大きくなった．特に、電極

に付着させた脂質量あたりに換算すると。振動数減少度はインドメ

タシン濃度（4．2－25。Oμ9煽L）に比例した。しかし、33．3四馬しで

は直線性が得られなかった。また、インドメタシン溶液に水晶発振

子を浸したとき、一定の振動数減少が得られるまで数十分を要した、

動物やヒト皮膚は薬物の拡散抵抗が高いため、一般に数時間から数

十時間の透過実験時間を要す．このような場合では、一定の振動数

減少が得られるまでのiag舳eはほぼ無視できる、しかし、迅速評

価のために培養皮膚等を用いた場合では、膜透過性が速いために数

十分のlag舳eでも問題になる．この欠点を解消するためデコンボ

リューションを用いた。その結果、水晶発振子の測定値はHP：LCの

測定値とほぼ等しくなった。

　以上より、水晶発振子は生体膜透過挙動を迅速に評価する有用な

方法となることが期待できるものと推察されたe

4）皮膚刺激性に及ぼす角質層の影響について

　3％乳酸と璽％ラウリル硫酸ナトリウムをsgeclpgeed　LSEに適用

後のLSE細胞の生存率の減少速度は、単純な一次速度で示された．

また、全層LSEにオリーブ油、乳酸、ラウリル硫酸ナトリウムま

たは騒漁X．e⑪⑪を適用すると生存率は2相性の低下を示すこと

が明らかとなった．角質層のバリアー機能が完全な時．刺激物質の

LSE透過性が遅いため、皮難中の刺激物質の濃度も低く、細胞の

生存率の減少速度も遅くなると考えられる．脳魏X－9⑪⑪や乳酸の

LSEへの刺激挙動上の明らかな変曲点の存在は角質層バリアー機

能の破壊が突然起こることを示唆している．すなわち、皮膚刺激物
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質の細胞の生存率は、角質層が完全な時は遅い一次減少速度で示さ

れ、その後、急に速い一次減少速度で示されたことから、ある一定

の油島が経過した後に、急に角質層バリアーが破壊されることが示

唆された．

　したがって、皮膚の細胞毒性は2つの一次減少速度によって表

現できた．また、皮膚刺激速度は適用濃度と刺激物質の固有の毒性

と同様に、皮膚バリアー機能と密接に関係していることが明らかに

なった。

5）LSBkgghを用いた皮膚刺激性評価について

　モルモット皮膚のtwgacg　skinとs麟脚¢d　sk沁のCPCの刺激部位

濃度を用いることで、Dr蹴e試験とMTT試験から得られた皮膚刺

激度共に、同じH富豪によって表すごどができた．また、この時

のfC5。はDragze試験で92．3、　MTT試験で98．9であった．さら

に、モルモット皮膚のDffaize試験とMTT試験の結果には良い直

線関係が得られたことより、今まで行われてきたDraize皮膚刺激

性評価試験の代替法としてMTT試験法が用いられる可能性が示唆

された．さらに、LS駐転寝を用いた時の、皮膚刺激度と皮膚刺激

部位濃度との相関では、モルモット皮膚を用いた時の結果とfmaxと

γは同じ値であったが、ノC5。値は異なった。これは、　CPCがモル

モット皮膚中の細胞透過性よりLSE－highの細胞透過性が高いため、

低濃度でも高い死細胞率が得られたものと考えられた．また、CPC

の皮膚への分配係数も：LS：E－higbeの方がモルモット皮膚よりも大き

かったことも影響しているものと考えられた。そこで、LSE短帥の

刺激部位濃度にモルモット皮膚のfCs。を：LS：E一塊血のIC5。で割っ

た比を用いて補正した。その結果、LSE－hgghとモルモット皮膚の
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刺激度はほとんど同じ線上にプロットされた．

　以上より。LSE顯鹸を用いたMTT試験がモルモット皮膚やウ

サギを用いたD麟附試験の代替法になる可能性が示唆された、ま

た、皮膚刺激性は皮膚透過性から求めた刺激部位濃度を用いてHlll

式で表せることが示唆された。

　以上、LSBwtgkは薬物のヒト皮膚透過性や皮膚透過促進剤を短

時間で評価できる材料として利用できることが明らかになった。さ

らに、ニオイセンサーを用いることで薬物測定をも迅速に行うこと

ができた．すなわち。LSE樋鹸とニオイセンサーを組み合わせる

ことで皮膚適用製剤の開発に有効な雛麟騰購塾騨Secreewtwagに

対応できると考えられた。

　また、皮膚刺激性は皮膚刺激部位中の刺激物質濃度に依存するこ

とが明らかになり，、さらに、LSE樋幽を用いたMTT試験がモル

モット皮膚やウサギを用いた翫蹴⑫試験の代替法になる可能性が

示唆された．本方法は化粧晶材料や医薬品添加物の刺激性評価の新

規方法として将来膚用になると予想される．
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