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A畳》s重】rtaec重

　　　　Microneedle　systems　have　been　paid　attention　as　having　many　advantages　ever

transdermal　patches　and　hypodermic　needles．　The　procedure　provides　adequate　skin

permeation　rates　without　pain　or　severe　infectioR．　rro　ebtain　information　for　designing　a

microneedle　system，　the　pretreatment　effect　of　microneedle　puncture　in　the　skin　barrier

stratum　corneum　on　the　in　vitro　skin　permeatien　of　fluorescein　isothiocyanate

（FITC）一dextrans　（4．3，　9．6　and　42．0　kDa）　（FD－4，　FD－10　and　FD－40）　was　evaluated　in　hairless

rats．　The　effect　of　sandpaper　abrasion　was　also　investigated　for　comparison．　Both

pretreatments　on　the　skin　barrier　significantly　increased　the　skin　permeation　of　FDs．　Lactate

dehydrogenase　（LDH）　leaching　was　measured　after　the　pretreatment　of　microneedle　puncture

and　sandpaper　abrasion　on　the　skin　barrier　to　evaluate　the　skin　damage　bythese　pretreatments．

Lower　leaching　of　LDH　was　observed　after　the　microneedle　puncture　than　after　sandpaper

abrasion．　Next，　a　parallel　permeation－resistance　model　of　the　skin　barrier　was　established　to

see　a　relationship　between　number　of　rnicroneedle　puncture　and　e曲ancement　effect　on　the

skin　permeation　of　drugs．　Skin　permeation　of　FD－10　could　be　predicted　by　the　model　as　a

function　of　the　number　of　peres　in　the　skin　banier．　Our　results　suggest　that　the　needle

puncture　may　provide　a　safe，　efficient　and　controllable　alternative　for　increasing　transdermal

drug　delivery．

　　　　Next，　a　combination　of　microneedle　pretreatment　and　iontophoresis　was　evaluated　for

the　potential　to　further　increase　skin　permeation　of　drugs．　Two　model　compounds　with　low

artd　high　molecular，　D20　and　FDs　（FD－4，　FD－10，　FD－40，　FD－70　and　FD－2000；　average

moiecular　weight　of　4．3，　9．6，　42．e，　71．2　and　2000　kDa），　respectively，　were　used　and　the　effect

of　microneedle　pretreatment　and　iontophoresis　on　their　in　vltio　permeability　was　evaluated

using　excised　hairless　rat　skin　with　a　modified　2－chamber　dithsion　cell．　Convective　solvent

fiow　through　the　skin　was　measured　using　a　set　of　calibrated　capillaries　attached　to　the

diffUsion　cell．　The　following　results　were　obtained：　（1）　convective　solveRt　flow

（electroosmosis）during　iontophoresis　through　microneedle－pretreated　skin，2．62士0．32

pL／cm2／h，　was　almost　the　same　as　through　intact　skin，　2．71　±　O．25　pL／cm2／h，　and　（2）　the
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combiRation　of　microneedle　pretreatment　and　subsequent　iontophoresis　significantly

enhanced　FD　fux　compared　with　microneedle　pretreatment　alone　or　iontophoresis　alone，

whereas　no　synergistic　eflfect　was　found　en　the　fiux　of　D20．　These　results　suggest　that　the

combination　of　iontophoresis　with　microneedle　pretreatment　may　be　a　usefu1　means　to　further

increase　skin　permeation　of　high　moiec“1ar　compounds．

　　　　Finally，　linear　phenomenolegical　eqk｝ations　were　applied　te　analyze　drug　transpert

phenomena　through　the　microneedle－pretreated　skin．　They　enable　us　better　understanding

and　explanation　to　each　contributien　of　passive　diff｝」ision　and　electroosmosis　to　the　skin

permeation　of　drugs．　Applying　the　cenoept　of　refiection　coeffricient，　we　obtained　a

reasonable　explematien　to　mechanism　of　the　combined　effects　of　microneedle　pretreatment

and　iontophoresis　on　the　skin　permeation　ef　high　molecular　compounds．　These　results

suggest　that　the　linear　phenomenological　equations　are　usefu1　to　mechanistically　analyze

permeability　phenomena　when　a　system　contains　mere　than　two　driving　forces．
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G¢聡¢盈。麗藍互簸Irod電嚢¢癒藍◎遡

　　　　Oral　fermulations　of　drugs　such　as　tablets　and　capsuユes　and切ections　are　two　of　the

main　drug　administration　techniques．　However，　the　“se　of　tablets　and　capsules　is　not　always

feasible　due　to　easy　drug　degradation　in　the　gastroiRtestinal　tract　and　possible　first－pass

effects　in　the　liver．　Inj　ections　are　limited　by　pain　at　the　inj　ection　site，　possible　infection

during　and　after　inj　ection，　and　difficult　self－administration．　To　avoid　these　problems，

transdermal　drug　delivery　has　gradually　gained　attention　as　a　third　route　of　drug

administration．　lt　is　difficult，　hewever，　to　efficiently　deliver　therapeutically　effective　doses

of　drugs　through　the　skin　into　the　systemic　circulation　due　to　the　large　banier　function　of　the

stratum　corneum，　the　outermo　st　layer　of　skin．　To　increase　or　improve　the　skin　permeation　of

drugs，　a　variety　of　approaches　have　been　studied　such　as　combined　use　of　chemical

enhancersi）　and　physical　means　of　iontophoresis2），　electroporation3）　and　sonophoresis4’5）．

Among　them，　electroporation　generates　nanometer－scale　disruptions　in　the　stratum　corneum，

which　create　s　drug　pathways　through　the　skin　barrier．

　　　　Recently，　as　an　attractive　alternative，　the　use　of　mieroneedles6），　which　have　adv　antages

over　conventienal　needles　and　transdermal　patches，　has　gained　unprecedented　attention　for

increasing　the　skin　permeability　of　drugs．　As　cempared　to　hypodermic　needle　inj　ection，

microneedles　can　provide　a　minimally　invasive　means　of　painless，　precisely　controlled　and

convenient　delivery　of　therapeutic　molecules　into　the　skin，　and　the　technique　seldom　causes

iRfection7）．　Furthermore，　microneedles　can　create　naRometer　or　micrometer－scale　transport

pathways　suffriciently　large　enough　to　deliver　macromolecules　and　even　drug－loaded

nanoparticles　into　the　skin6）．　S　o　micreneedles　can　be　used　not　only　to　enhance　transdermal

delivery　of　small　molecules，　but　also　mere　importantly，　to　increase　the　skin　permeation　of

macromolecules，　such　as　proteins　and　DNA．　Especially，　for　transdermal　delivery　of

macromolecules　microneedle　system　is　considered　a　revolutionary　technique，　because　other

conventional　enhancing　methods　mentioned　as　above　cannot　achieve．

　　　　On　the　other　hand，　transdermal　iontophoresis　has　proved　to　increase　the　skin　permeation

of　many　molecules．　Leduc　had　shown　nearly　l　OO　years　ago　that　this　technique　could　be　used
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to　deliver　active　drugs　across　mammaliEm　skin　in　vivo，　but　this　did　not　gain　scientific

prominence　until　20　years　age8）．　lontophoretic　flux　is　obtained　not　only　due　to

electrorepulsion　but　alse　electroosmotic　solvent　flow，　which　is　produced　from　anode　to

cathode　by　anodal　iontophoresis．　Thus，　iontophoresis　can　be　“sed　to　enhance　traRsdermal

delivery　of　ionic　drugs　as　well　as　non－ionic　eompov；nds．　To　date，　transdermal　iontophoresis

has　obtained　great　success　to　increase　skin　permeation　of　many　small　molecules．　The

transport　of　large　molecules，　however，　remains　problematic9）．

　　　　In　order　to　expand　the　range　of　drugs　suitable　for　transdermal　delivery，　iontophoresis　in

combination　with　other　means　（iontophoresis　＋　electroporationiO－i4），　iontophoresis　＋

phonephoresis5’i5），　iontephoresis　＋　ehemical　enhaneersi6－i8）　or　ientophoresis　＋　j　et　inj　ectori9））

has　already　been　tried．　Althovigh　these　combined　methods　increased　traRsport　rate　of　drugs

through　skin　with　varied　levels　ef　success，　enly　several　times　increases　were　observed　forthe

synergistic　effects20）．　Since　the　microelectrenics　industry　could　fabricate　uniform　arrays　of

micron－scale　Reedles，　a　rapid　increase　of　interest　was　provoked　in　microneedle　systems　as　a

transdermal　drug　delivery　system．　However，　few　studies　have　reported　on　the　combination

of　iontophoresis　with　micreneedle　teclmologies．

　　　　In　view　of　the　present　study　situation　about　microneedle　and　iontophoresis，　we　carried

out　the　following　experiments．　ln　Chapter　1，　the　effects　of　pretreatment　of　microneedle

puncture　and　sandpaper　abrasien　on　the　in　vitTo　skin　permeation　of　fiuorescein　isothiocyaRate

（FITC）一dextrans　were　investigated2　i）．　ln　Chapter　2，　the　enhancement　of　skin　permeation　ef

high　molecular　compounds　by　a　combination　ef　microneedle　pretreatment　and　iontophoresis

was　investigated22）．　ln　Chapter　3，　the　enhancement　of　skin　permeation　of　drugs　was

analyzed　by　using　linear　phenomenological　equatiens．
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L叉。霊漁r◎d腿。鋤蓋磁

　　　　Since　Henry　et　al．23）　first　v　sed　microReedles　as　a　transdermal　drug　delivery　system，　there

has　been　a　rapid　increase　of　interest　in　microneedle　systems24）．　The　use　of　microneedles

increased　skin　permeability　of　many　molecules　such　as　calceini3），　desmopressin25），

diciofenac26），　methyl　nicotinate27），　bischloroethyl　nitrosourea28），　insulin26’29’30’3　i），　bovine

serum　albumin32），　ovalbumin33），　oligodeoxynucleotide34），　plasma　DNA35），　and　particles　such

as　polystyrene　latex　nanospheres6’36），　and　gene　therapy　v¢ctors36），　and　so　on．　To　our

㎞owledge，　however，1ittle　quan寅ative　research　has　been　perlbrmed　fbr　microneedle　systems，

such　as　those　for　determining　a　relationship　between　permeability　and　the　number，　size　or

length　of　microneedles．　We　therefore　used　a　microneedle　system　made　by　ourselves　to

investigate　the　effects　of　pretreatment　of　needle　puncture　in　the　skin　barrier　on　the　in　vitTo

skin　permeation　of　macromolecules．　The　final　obj　ective　of　this　study　was　to　obtain

quantitative　information　for　designing　microneedle　systems．　The　relationship　between　the

number　ef　pores　created　by　needle　puncture　and　the　drug　permeability　through　the

pretreatment　skin　barrier　was　studied　using　fiuorescein　isothiocyanate　（FITC）一dextrans　（4．3，

9．6　and　42．0　kDa）　（FD－4，　FD－10　and　FD－40）　as　model　compounds．　The　effect　of　sandpaper

abrasion37）　was　also　investigated　for　comparison．　Moreover，　lactate　dehydrogenase　（LDH）

leaching　frem　the　pretreated　skin，　which　is　a　marker　of　skin　viability38），　was　determined　as　an

index　of　skin　damage　by　the　microneedle　system　and　sandpaper　abrasion．

L2。　M蹴融葺s羅dMe伽ds

1．2．1．　MateTials

　　　　FITC－dextrans　（FD－4，　FD－10　and　FD－40；　average　molecular　weight，　4．3，　9．6　and　42．0
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kDa，　respectively）　were　p“rchased　from　Sigma　Aldrich　（St．　Louis，　MO，　U．S．A．）．　Other

reagents　were　of　artalytical　grade　and　used　without　further　purification．

！．2．2．　Preparatlon　ofmicroneedle　for　skin　punctuye

　　　　Imhe　needle　puncture　expe曲ent　in　the　skin　baぼier，　a　27－gauge　disposable　hypode㎜ic

needle　（i．d．，　O．22　mm；　o．d．，　e．40　mm；　Terumo　Ce．，　Tekyo，　Japan）　was　used．　The　needle　was

covered　with　polyethylene　tubing　（PE－50；　i．d．，　O．58　mm；　o．d．，　O．97　mms　Hibiki，　Tokyo，　Japan）

as　a　needle　sheath　to　maintain　constant　insenion　depth　in　the　skin　banier，　as　shown　in　Fig．　1－1．

The　PE－50　cover　allows　only　insenion　of　the　needle　tip　（about　160　pm　length）　into　the　skin．

1．2．3．　ExpeTimental　animals

　　　　Male　hairless　rats　（WBM／ILA－Ht，　7－9　weeks－old，　body　weight：　！80－250　g）　were

purchased　either　from　Life　Science　Research　Center，　Josai　University　（Sakado，　Saitama，

Japan）　or　Ishikawa　Experimental　Animal　Laberatories　（Fukaya，　Saitama，　Japan）．　They　w¢re

housed　in　tempera加re－co簸trolled　rooms（25±2。C）with　a　12－h　lighレdark　cycle（07：00－19：00

h）．The　rats　were　allowed丘ee　access　to　fbod（M．F．　Orie煎a1，　Tokyo，　Japan）and　tap　water

for　a　week　before　experiments　began．　Every　animal　experiment　was　conducted　under　the

guidelines　ofthe　Life　Science　Research　Center　at　Josai　University

　　　kypodermic簸eed韮e

　　　（Φ0。堪0灘切

塗E－50PO｝yethy霊eRe　t継b嚢鷺霧

　　　（Φ058田切

　　　　　V酌亘愈ep蓋dermis

蓋）eガ磁ls

Fig．　1－1．　S　chematic　representation　of　needle　puneture　on　skin　surface　with　a　hypodermic

needle．
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！．2．4．　PTetreatment　ofskin

　　　　Abdominal　fu11－thickness　skin　of　hairless　rats　was　excised　under　anesthesia　by　i．p．

inj　ection　of　sodium　pentobarbital　（50　mg／kg）　and　excess　subcutaneous　fat　was　carefully

eliminated．

1．2．4．1．　Puncluring　with　a　27－gauge　hypodeTm　ic　needle

　　　　　The　excised　skin　was　punctured　with　a　27－gauge　hypodermic　needle　with　the

PE－50　sheath　（see　Fig．　1－1）．　The　number　of　punctures　with　a　depth　of　about　160　ptm

was　set　to　be　one，　three，　nine　or　n　in　the　stratum　corneum．

1．2．　4．　2．　Abrading　w　ith　sandpaper

　　　　The　excised　skin　surface　was　gently　abraded　once　with　sandpaper　of　No．600

（Sankyo　Rikagaku　Co．，　ekegawa，　S　aitama，　Japan）．　In　order　to　maintain　constant

abrasion　strengths　the　technique　was　practiced　at　length　until　an　acceptable　repeatability

was　reached．

1．2．4．3．　Slrlpping　the　stratum　corneum　with　adhesive　tape

　　　　The　stratum　corneum　o　f　the　excised　skin　was　stripped　with　adhesive　tape　（Scotch

Magic　Transparent　Tape＠，　3　M　Co．，　Minneapolis，　MN，　U．S．A．）　about　20　times，　until　the

stratum　corneum　was　entirely　removed　from　the　skin．

7．2．5．　ln　vitro　skin　permeation　study

　　　　The　skin　pretreated　with　needle　puncture　or　sandpaper　abrasion　was　mounted　in　a

venical　difiinsion　cell　with　an　effective　diffusion　area　of　1．77　cm2．　lntact　full－thickness　skin

and　stripped　skin　were　also　used　for　comparison39）．　A　test　solution　（1．0　mL）　containing　O．25

mM　FD－4，　FD－10　er　FD－40　was　placed　on　the　stratum　corneum　side　of　the　skin．　The

receiver　selution　was　6．0　mL　of　pH　7．4　phosphate　buffered　saline　（PBS），　which　was

maintained　at　320C　using　a　thermo－regulated　water　bath．　A　magnetic　stirrer　bar　was　added

in　the　receiver　compartment，　which　stirred　at　about　1200　rpm　throughoutthe　experiment．

一7一



The　cell　set　is　shewn　in　Fig．　1－2．　The　receiver　sol“tion　（O．4　mL）　was　withdrawn　every　1　h，

and　the　same　volume　of　PBS　was　added　te　the　receiver　compartment　to　keep　the　volume

constant． Every　permeation－run　was　repeated　3　to　5　times．

Sampliag　pe　rt

　　　　　tttttttttttt　t

　　　　　　　　　Denox’eompaptme　Rt

←一一一一　（飛）so嚢麗茎。識）

　　一一翫1蜘ss織面簸

盤・醜k・重

WaSe　r　out 駕趣：舞1

聡e総韮ver£o醗騨蝿贈醜

　　（護｝麗7．4艶8s）

　　320C　Wage　r　in

Fig．　1－2．　Experimental　set－up　for　in　vitro　permeation　study

f．2．　6．　Assay　ofFITC－Demans

　　　The　concentration　of　FD－4，　FD－10　and　FD－40　in　each　receiver　sampie　was　determined

using　a　spectrofiuorophotometer　（RF　5300PC，　Shimadzu，　Kyoto，　Japan）　at　an　excitation

wavelength　of495　cm　and　fiuorescent　emission　wavelength　of　515　nm．

1．2．　Z　Measurement　oflactale　debydrogenase　leachedfrom　prelreated　skin

　　　　Skin　that　had　been　pretreated　with　needle　puncture　or　sandpaper　abrasion　was　loaded

into　a　vertical　diffUsion　ce11，　with　the　stra加m　comeum　side　facing　the　receiver　compartmen．t．

The　receiver　compartment　was　filled　with　PBS　（6．OmL），　which　was　continuously　stirred　by　a

magnetic　stirrer　bar　and　was　thermo－regulated　with　a　water　j　acket　at　320C．　The　up　side

compartment　（dermis　side）　was　also　filled　with　1　mL　of　PBS　to　avoid　the　dermis　side

becoming　dry．　Sarnples　were　withdrawn　from　the　receiver　compartment　at　predetermined

time　intervals．　LDH　leached　from　the　stratum　corneum　side　was　determined　by　an　assay　kit

（Lactate　Dehydrogenase　Kit，　Wake　Pure　Chemicals，　Osaka，　Japan）．　All　experiments　were

carried　out　at　least　in　triplicate．
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亙。3。T恥¢◎ere重養cge丑

　　　　A　parallel　skin　permeation－resistance　model　was　established　to　evaluate　a　relationship

between　skin　permeability　and　the　number　of　pores　made　by　needle　puncture．　According　to

skin　anatomy　and　barrier　funetion，　skin　is　generally　divided　into　two　or　three　different　layers：

stratum　corneum，　viable　epidermis　and　dermis．　The　me　st　upper　epidermis，　the　stratum

corneum，　is　considered　to　be　the　primary　barrier　to　drugtransport　through　the　skin．　Then　the

total　skin　resistance　（Rt），　where　permeation　resistance，　R，　is　represented　as　the　reciprocal　of

the　permeability　coefficient　（1／P），　and　may　be　composed　of　resistances　in　the　stratum

corneum　（R，，）　and　viable　epidermis　aRd　dermis　（R．，d），　as　shown　in　Fig．　1－3a　and　in　eqn．　1．

Rt　：Rsc　＋Rved （1）

where　Rt　and　R，，d　are　obtained　from　penneation　experii　nents　using　intact　skin　and　stripped

skin，　respectively．　Thus，　Rsc　is　the　difference　between　Ri　and　Rved．　Furthermore，　Rsc　and

R．，d　can　be　considered　to　be　the　sum　of　m　numbers　ef　the　same　resistance　rsc　and　rved　by　a

parallel　connectien，　as　illustrated　in　Fig．　1－3b．　The　relationship　between　Rt　and　rsc，　rved　is：

1　　　f　　　　　I　　　　　　　　2　　　　　遡
一霜　　　　十　　　　十⑲⑭十　　　　＝
Rt　rsc＋rved　rsc＋ryed　rsc＋ryed　rsc＋rved

（2）

rsc　：MRsc　s　ryed　M　MRved （3）

where　Tsc，　rved　and　m　are　depeftdent　on　pore　properties，　i．e．，　size　and　depth．　When　skin　is

punctured　n　times，　the　total　skin　resistance，　R’t，　can　be　represented　as　follows　（see　Fig．　1－3c）：

1　1　　　　1　　1　　　　　　1　　麗　　卿一麗
τ㌦、柳⑧＋㌦4＋㌦㌔＋⑳⑧⑳＋㌦㌔＝㌦、＋㌦＋㌦4 （4）
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Introducing　Rsc　and　Rved　from　eqn．　（3）　and　rearranging　terms，　R　’t　beeomes：

　　　　　　　　　遡・瓦・Rved
　　　　Rt　fi　＝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5）

　　　　　　　　羅・R　＋魏・R
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ved　　　　　　　　　　　sc

Then　the　permeability　coefficient　of　total　skin　after　being　punctured　n　times，

（6）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　盈sc　　　　　Rved

a）　o一一VVWVWVWv一一一一vVWv－o

b）　　　　　　　　　　翻

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　評ved

c）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　鵬回附

Fig．　1－3．　Schematic　representation　of　a　skin　permeation－resistance　model．　a：　Resistance　model

gOkrinintaCt　Skin；　b：　Parallel　resistance　model　for　intact　skin；　c：．　Resistance　model　for　punctured

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－10一

評。　　　　　　評ved

]s£　　　　　　評veδ

　　　　　　　£評sc　⑧　評。，d

豊
⑨

　　　　評ved

@　　　汐。ved

]sc　　　　　　デved

]sc　　　　　　アved

]、c　l評。，d



丑。墨。Resssllgs　a，顯d亙》藍sceess蓋。灘韮

1．4。1．　」「c．iffeet　（～プ、ρretreatment　（needle　！フun（rture　and　5「andpapeT　aZ）Tasion？　on　the　skin

permeatlon　ofFD－10

　　　　To　assess　the　ability　of　physical　pretreatments　of　needle　puncture，　saRdpaper　abrasion

and　tape　strippiRg　for　increasing　skin　permeation　of　drugs，　the　permeability　of　FD－10　through

excised　hairless　rat　skin　was　deterrnined　using　a　vertical　diffusion　cell．　The　obtained　results

are　shown　in　Fig．　1－4．　The　cumulative　ameunts　of　FD－10　that　permeated　thro“gh　skin

showed　a　typical　time　course，　i．e．，　short　lag　time　and　a　following　pseudo一一steady　state　flux，

independent　efthe　pretreatment　methods．

　　　　The　passive　pe㎜．eability　coefiflcient　of　FD40　across　intact　skill　was　2．67×10“lo　cm／s．

Puncturing　three　pores　across　the　surface　of　skin　barrier　（pore－3，　3　pores－group）　enhanced　the

permeability　by　more　than　l　e－fe　ld　（3．70　×　10－9　cm／s）．　ln　this　needle　puncture　experiment，

the　skin　banier　was　partly　damag¢d　by　three　times　of　local　puncture．　The　permeability

coefficient　of　FD－10　through　the　skin　was　also　significantly　increased　by　sandpaper　abrasion

（sandpaper－1，　one　treatment　with　sandpaper）　（6．65　×　10－9　cm／s）．　However，　the　stripped　skin

permeability　（8．25　×　10－7　cm／s）　was　much　higher．　Thus，　the　permeations　of　FD－10　through

skin　treated　with　needle　puncture　and　sandpaper　abrasion　were　much　higher　than　the　passive

permeation　through　intact　skin，　but　was　mvich　lower　when　compared　with　stripped　skin．

These　results　suggest　thatthe　present　physical　p¢netration－enhancing　methods　have　an　effect

mainly　on　the　barrier　function　ofthe　stratum　eorneum．
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Fig．　1－4．　Effect　ef　different　pretreatments　en　skin　permeation　of　FD－10．

Symbols：　＠，　lntact　skin；　tw，　Needle　puncture　（pore－3）；　wh，　Sandpaper　abrasioR　（saRdpaper－1）；　＠，

Tape　stripping．　Each　peint　represents　the　mean　±　S．E．　of　3　er　4　experiments．

1．4．　2．　Relationship　between　P　and　M．　M

　　　In　order　to　further　study　the　effect　of　needle　puncture，　sandpaper　abrasion　and　tape

stripping　on　the　macremolecular　permeatien　thre“gh　hairless　rat　skin，　a　relatienship　was

investigated　between　the　permeability　ceefficient　（P）　through　the　treated　skin　and　molecular

weight　（M　M）　of　the　penetrants．　Skin　permeations　ef　FD－4　and　FD－4e　were　also

determined．

　　　In　all　experiments，　P　after　these　pretreatments　decreased　with　an　increase　in　M．　M　of　the

penetrants　as　shown　in　Fig．　1－5．　ln　addition，　relatively　goed　linear　correlations　were

observed　betweeR　Log　M．　M　and　Log　P，　whieh　eeincided　with　the　previous　report　by　Baker

and　Lonsdale40）．　lnterestingiy，　a　similar　enhancement　effect　was　observed　by　pretreatments

with　pore－3　and　sandpaper－1．
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Fig．　1－5．　Relationship　betweeft　Log　P　and　Log　M　M　ofFD－4，　FD－10　and　FD－40．　Symbols：　the

same　in　Fig，1－4．　Each　point　represents　the　mean士S．E　of　30r　4　experime凱s．

　　　　Figure　1－6　summarizes　the　e曲ancing　ratio　of　skin　permeation　of　FDs　by　the　present

pretreatments．　k　i　s　very　important　to　censider　that　the　enhancing　ratio　for　the　skin

permeation　of　FDs　by　the　present　pretreatments　was　more　marked　for　higher　M．W．　FDs．

This　i　s　probably　due　to　different　permeation　pathways　that　exist　for　penetrants　with　different

molecular　sizes．　Low　molecy；lar　compounds　primarily　permeate　the　actual　stratum　corneum

（probably　intercellular　lipid　domain　between　corneocytes），　whereas　high　molecular

compounds　may　difuse　the　pore　region　（containing　hair　follicles），　as　initially　stated　by

Scheuplein4　i）．　Only　a　few　pathways　are　available　for　the　permeation　of　the　largest　model

compound　in　the　present　study，　FD－40　through　the　intact　skin，　whereas　relatively　more

pathways　are　available　for　the　skin　permeation　ef　FD－4．　When　decreasing　the　skin　barrier

function　by　physical　means　s“ch　as　needle　puncture　and　sandpaper　abrasion，　the　permeation

pathway，　especially　for　high　molecular　weight　compounds，　may　be　produced　in　the　stratum

corneum．
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Fig．　1－6．　The　effect　of　different　pretreatments　on　the　enhancing　ratio　of　skin　permeation　of

FD－4，　FD－10and　FD－40．　Symbols：opened　column，　FD－4；closed　column，　FD－10；shadowed

column，　FD－40．　Each　column　represents　the　mean　value　（the　mean　permeability　of

pretreatment　against　the　mean　permeability　ef　coRtrel）

7．4．3．　Effecl　ofnumber　ofpores　made　by　needle　puncture　on　lhe　skin　permeab　illty　ofFD－70

　　　　Needle　puncture　and　sandpaper　abrasion　were　shown　te　effectively　improve　permeability

of　high　molecular　weight　compounds　through　hairless　rat　skin．　They　were　insufficient，

however，　compared　to　tape　stripping　（P　fer　pore－3　er　sandpaper－1　was　about　1／100　of　stripped

skin）．　Thus，　the　skin　permeation　of　FD－10　was　further　examined　by　increasing　the　number

of　pores　made　by　needle　puncture．　The　experimental　results　are　shown　in　Fig．　1－7．　Skin

permeation　increased　as　the　number　of　pores　increased．　However，　the　skin　permeation　was

not　strictly　preportional　to　the　number　ofpores．
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Fig．　1－7．　Effect　of　pore　number　on　the　skin　permeation　of　FD－10．

Symbols：　ew，　lntact　skin；　rr，　Pore－1；　tw，　Pore－3；　A，　Pore－6；　de，　Pore－9；　ig，　Pore－25．　Each　point

represents　the　mean　±　S．E．　of　3　or　4　experiments．　Pore－number　shows　the　number　of　needle

puncture　into　the　skin　surface．

　　　　We　then　established　a　parallel　permeation－resistance　model　representing　skin　permeation

profi｝es　to　predict　skin　permeation　of　drugs　after　needle　puncture　pretreatment　（see

Theoretical）．　Fig．　1－8　shows　relatienship　between　P　（calculated　by　skin　permeation　data　of

FD－10）　and　the　ltumber　of　pores　made　in　the　stratum　corneum．　Predictions　using　the　skin

permeation－resistance　model　were　in　agreemeRt　with　the　experimental　data．　ln　this

calculation，　Rsc　emd　Rved　are　fixed　to　4．20　×　109　s／cm　and　1．07　×　106　s／cm，　respectively，　from

the　experimental　data．　The　parameter　m　was　calculated　to　be　about　1500，　by　curve－fitting　of

a　set　of　the　obtained　R’t　and　n　to　eqn．　6　using　the　1¢ast－squares　method　（Microsoft　Excel，

Solver：　algorithrn，　quasi　Newten　method）．　This　means　that　the　skin　permeation　weuld　be

enhanced　to　the　maximum　value，　which　was　comparable　to　that　of　stripped　skin，　when　about

1500　pores　were　made　within　the　area　o　f　1．77cm2　in　the　stratum　corneum　with

ourselves－made　microneedle．　As　a　function　of　the　pore　number，　the　skin　permeation　caR　be
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predicted　by　eqn．　（6）．　Although　additional　studies　are　necessary　te　clarify　the　effeets　of　size，

length　and　other　propenies　ef　needle　puncture　on　the　skin　resistance，　the　obtained　results

s“ggest　a　strong　possibility　of　this　permeation－resistance　modeko　predict　skin　permeability．

Furthermore，　ev¢n　a　skiR　permeability　treated　with　a　Rew　microneedle　system　ean　alse　be

predicted　by　extrapolation　from　a　given　micreReedle－treated　skin　permeability　through

modifying　the　p　arameters　ln　eqn．　（6）．
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Fig．　1－8．　Observed　and　ealculated　log　（．P）　ef　FD－10　with

Symbels：　O，　Observed　vaiue；　一，　Curve－fiuing　line

ge

different　n“mber　ef　pores．

1．4．4．五DHα（才∫v∫リノ（るfpretTealed　5・kin

　　　　The　safety　investigation　of　microneedles　is　rarely　involved　exoept　a　study　reperted　by

Kaushik　et　al．7）．　They　used　visual　analog　pain　scores　to　evaluate　the　safety　of　microReedle

and　suggested　that　microneedles　ceuld　provide　a　“seful　clinical　tool　for　minimally　invasive

drug　delivery．　However，　more　precise　evaluatien　methods　have　not　been　developed．　Then，

as　a　marker　of　skin　viability，　the　activity　of　LDH　leached　from　the　skin　barrier　pretreated　by

different　physical　enhartcing　methods　was　evaluated　te　assess　skin　viability38）．　Fig．　1－9
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shows　the　obtained　data．　ln　all　pretreatments，　LDH　leached　from　the　skin　surface　increased

with　the　passage　of　time．　Cemparison　of　pore－3　to　sandpaper－1，　where　the　enhancing　effect

by　both　metheds　was　almost　the　same，　showed　that　LDH　activity　for　the　pore－3　was

signifieaAtly　lower　tha　n　that　for　sandpaper－1，　suggesting　that　skin　damage　caused　by　needle

puncture　was　much　lower　¢ompared　te　the　sandpaper　abrasion，　and　that　needle　puneture　must

be　more　effective　and　safe　to　enhance　skin　permeatien　ef　drugs．
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Fig．　1－9．　Effect　of　different　pretreatments　on　the　LDH　leaching　from　the　skin　surface．

Symbols：□，　Intact　skin；翻，　Needle　punc加re（pore－3）；＝，　Needle　puncture（pore－50）；ll，

Sandpaper　abrasion　（sandpaper－1）；　一N一，　Tape　stripping．　Each　point　represents　the　mean　±　S．E．

of　3　or　4　experiments．

a．5．¢betS脚r　c磯。丑鵬量磯

　　　　The　present　study　demonstrated　that　microneedle　pretreatment　is　capable　of　effective

delivery　of　macremolecules　through　skin．　lt　is　of　great　significance　in　the　transdermal　drug

delivery　systems，　because　a　revolutienary　development　was　obtained　for　transdermal　delivery

of　macromolecules，　such　as　proteins　and　DNA，　which　other　er血ancing　methods　ca㎜ot
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succeed．　Measurement　of　LDH　leaching　shows　that　needle　puncture　to　the　stratum　corneum

is　much　safer　than　sar｝dpaper　abrasion．　These　results　may　suppert　the　concept　that

micreneedles　provide　a　safe　and　efficient　alternative　for　minimally　invasive　transdermal　drug

delivery．　Using　a　parallei　permeation－resistance　model，　skin　permeability　after　needle

puncture　can　be　predicted　as　a　imction　ef　pore　number．　Although　further　studies　are　needed

concerning　the　resistance　model，　these　preliminary　results　exhibit　a　strong　possibility　of

precise　prediction　and　control　ef　skin　permeability　with　microneedle　systems．

　　　　In　spite　of　maAy　advantages　of　micreneedle　system　as　mentioned　above，　the　skin

permeation　rate　introduced　enly　by　the　mieroneedle　pretreatment　was　very　small　compared

with　that　through　stratum　eomeum－stripped　skin．　ln　order　to　ebtain　high　permeation，

making　many　pores　in　skin　is　easily　considered　sin£¢　the　permeatioR　was　depeRdeRt　on　the

pretreated－Rumber　or　area　of　stratum　corne“m．　However，　oR　the　ether　hand，　the　more　pores

being　made　in　the　stratvsrn　eorneuff｝，　the　greater　irritatioR　ef　skin　will　be　deduced．　Se　we

must　find　out　an　effective　approach　under　safe　cendition．　ln　the　next　chapter，　we　have　an

attempt　te　develop　a　cembination　methed　of　microfteedle　pretreatment　and　iontophoresis．
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2。丑。更三糸狸◎《璽聰¢琶量。簸

　　　　In　order　to　overcome　the　formidable　barrier　ef　the　stratum　corneum　to　drug　permeation，

several　skin　penetration－enhancing　strategies　have　been　developed　by　physical　means　such　as

iontophoresis42），　electroporation43），　phonophoresis44）　and　microneedles23）．　Among　them，

microneedles　can　provide　a　minimally　invasive　and　relatively　safe　means　of　painless，

precisely　controlled　and　eonvenient　delivery　of　therapetstic　molecules　into　the　skin6’7’23）．　ln

our　previous　study2　i），　we　evaluated　lacto　se　dehydreg¢nase　（LDH）　release，　a　means　to　evaluate

the　skin　initation．　from　skin　s“rface　in　hairless　rats．　and　found　thatthe　LDH　release　from　skin
　　　　　　　　　　　　　p　」L－V一．jL一一　VS．hLi．一一　V　W」L“i．VarV　V　一s一　一．一一t“一一」．一wvv　一．　Mtvvp

surface　pretreated　with　needle　punc加re　was　rnuch　lower　than　that　with　sandpaper　abrasion．

In　addition，　the　needle　puncture　to　rat　skin　markedly　increased　the　skin　permeability　of

FITC－dextrans．　Furthermore，　a　newly　develeped　parallel　permeatioR－resistance　model　was

usefu1　to　predict　the　effect　of　needle－pretreatment　on　the　skin　permeation．　Thus，　the

petmeatien　was　fairly　dependent　on　the　pretreated－area　of　stratum　corneum．　Unfortunately

however，　the　skin　permeatiolt　rate　introduced　by　microneedle　pretreatment　was　very　low

compared　with　thatthrough　stratum　corneum－stripped　skin．　This　is　because　only　a　small

diffusion　area　can　be　produced　in　the　stratum　corneum　barrier　by　microneedles．　lnformation

can　be　obtained　from　traditional　or　conventional　inj　ection．　lt　is　necessary　to　pump　a　syringe

using　push　pressure　during　drug　administratien　by　conventional　inj　ection，　so　much　more

effective　transdermal　delivery　may　be　obtained　if　an　o　smotic　device　is　used　in　conj　unction

with　the　microneedle　delivery　system．

　　　　Transdermal　iontophoresis　is　available　to　increase　the　skin　permeation　of　many

molecules．　lontophoretic　fiux　is　obtained　net　only　due　to　electrorepulsion　but　also

electroosmotic　solvent　fiew，　which　is　produced　from　anode　te　cathode　by　anodal
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iofttophoresis．　Thus，　iontophoresis　ean　be　used　to　enhance　transdermal　delivery　of　ioRie

drugs　as　well　as　non－ionic　cempo“nds．　lit　the　present　study，　iontophoresis－induced

electfoosmetie　fiow，　electroosmosis，　was　eombined　with　microneedle　drug　delivery　as　a　‘push

force’．　The　problem　is　now　whether　the　eleetrieal　properties　ef　skin，　which　is　the　origin　of

electroesmotic　fiow45），　are　affeoted　by　mioroneedle　pretreatment．　Physieal　abrasion　of　the

stratum　corneum　and　applieation　of　depilatory　eream　on　skin　surface　can　facilitate　the

i◎ntophoretic　delivery　of　i簸s曲46’47）．0曲e　other　hand，　removal　ofthe　stra職comeum　by

tape　stripping　decreased　or　even　abelished　the　skin　electreosmetic　fiow48）．　Hirseh　et　al．　also

reported　that　iofttopheresis　on　stripped　skin　did　net　result　in　a　higher　delivery　thar｝

ientopheresis　alene49）．　The　q“estieft　whether　ientophoresis　in　eonj　unctien　with　physical

impairment　ef　the　skin　banier　ean　further　enhanee　the　transdermal　delivery　of　high　molecular

eompounds　m“st　therefore　be　related　te　the　electrieal　properties　of　skin，　i．e．　electroosmotie

fiow　after　pretreatmeRt．

　　　　Since　microneedles　caR　provide　a　minimally　invasive　means　ef　delivery　ef　therapeutic

molecules　into　skin　and　our　previous　study　has　also　showed　very　low　skin　damage　oav｝sed　by

Aeedle　puneture2　i），　the　combination　of　barrier　impairment　using　microneedles　and　fellowiRg

ientopheresis　can　be　expected　as　a　means　to　breaden　the　range　of　drugs　suitable　for

transdermal　delivery；　however，　few　studies　have　reported　on　the　eombinatien　of　iontophoresis

with　mieroneedle　technolegies．

　　　　Thus，　in　this　chapter，　iontophoresis－ind“oed　electroosmotic　fiew，　electroosmosis，　was

cembined　with　microneedle　drug　delivery　as　a　‘push　ferce’．　ln　detail，　the　purposes　ef　the

present　study　are：　（1）　to　determine　whether　pretreatment　with　microneedles　affects

electroosmotic　fiow　through　hairless　skin　produeed　by　iontophoresis；　（2）　to　compare

microneedle－pretreated　skin　permeability　befere　and　after　ientophoresis；　and　（3）　to　examine

microneedle－pretreated　skiR　permeation　ch2traeteristics　of　high　molecular　compounds．
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2。2。Matrer量a鑑§tS職d　N璽㊧危畳璽◎dls

2．2．1．　Chemicals　and　eleclrodes

　　　　Fluiorescein　isothiocya　nate　（FITC）一dextrans　（FD一一4，　FD－10，　FD－40，　FD－70　and　FD－2000；

average　molecular　weight　ef　4．3，　9．6，　42．0，　71．2　and　2000　kDa）　were　used　as　model　high

moleeular　compounds．　Deviterium　oxide　（D20）　was　also　selected　as　a　penetrant　for

comparison．　FD－4，　FD－10，　FD－40，　FD－70　and　FD－2000　were　purchased　from　Sigma　Aldrich

（St．　Louis，　MO，　U．S．A．）．　D20　（99．90／e，　NMR　grade），　sodium　chloride　（NaCl），　disodium

hydrogen　phesphate　（Na2HPO4），　and　potassium　dihydrogeft　phesphate　（KH2PO4）　were

ebtained　from　Wako　Pure　Chemical　Industries　（Osaka，　Japan）．　S　ilver　wire　（1．0　mm　in

diameter）　was　purchased　frem　Matsumura　Gold　＆　Silver　Co．，　Ltd．　（Tokyo，　Japan）．

　　　　Ag／AgCl　eiectrodes　were　v；sed　in　all　iontophoresis　experiments．　About　30　cm　pure

silver　wire　（1．0　mm　diameter）　was　fust　cleaned　with　fme　emery　paper　and　one　end　was

manipulated　into　a　spiral　loop　as　an　Ag　aAode．　The　AgCl　electrode　was　prepared　by

chloridizing　the　spiral　silver　wire　immersed　iR　133　mM　NaCl　（silver　plate　cathode）　at　an

applied　current　of　about　50　mA　for　approximately　30　min．

2．2．2．　Animals

　　　　The　animals　used　in　this　experiment　were　the　same　as　described　in　Chapter　1．

2．2．3．　PunetuTlng　wlth　m　icroneedle　arraJy

　　　　The　excised　skin　was　punctured　with　microneedle　array　tape，　which　contained　9

acupuncture　needles　（Hainhari，　Taihe　Medical　Products　Co．，　Ltd．，　Hiro　shima，　Japan）　on　a

silicone　sheet　（1．0　×　20　×　20　mm，　Togawa　R“bber　Co．，　Ltd．，　Tokushima，　Japan），　as　showR　iR

Fig．　2－1．　Each　needle　tapered　over　a　400－ptm　length　to　a　sharp　tip　with　280　angle，　and　the

base　diameter　was　approximateiy　200　pm．　The　microneedle　array　tape　was　manually

pressed　onte　the　rat　skin，　with　the　stratum　corneum　facing　uppermost，　at　an　approximate

pressure　of　1．6　kg／cm2　fer　10　s．
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Fig．　2－1．　Schematic　illustration　of　microneedle　array　made　by　acupuncture　needles．　a）　Top

view，　b）　Back　view，　c）　One　needie．

2．　2．　4．　ln　vitro　skin　permealion　study

　　　　The　excised　skin　membra鵬was　mounted　be℃ween　two　chambers　of　side－by－side

difusion　cells　（each　5．0　mL　in　volume　and　O．9S　cm2　in　effective　diffbsion　area）　（Fig．　2－2）　for

iofitophoresis　to　cond“ct　the　permeation　experiment．　The　stratum　corneum　side　of　the　skin

faced　the　drug　donor　chamber．　FD－4，　FD－10，　FD－40　FD－700r　FD－2000（1．O　mg／mL）in　1／30

M　phosphate－buffered　saline　（PBS，　pH　7．4）　was　added　to　the　donor　side　and　PBS　alone　was

added　to　the　receiver　side．　ln　D20　permeation　exp¢riments，　D20　was　added　te　the　donor　cell

instead　of　FD　solutien．

　　　　Passive　transpert　was　fxrst　monitored　for　5　h　as　a　pre－iontopheretie　peried．　A　constant

current　ef　O．29　mA　（O．3　mA／cm2）　was　then　delivered　to　the　electrodes　fgr　the　next　5　h，　with

the　anede　and　cathede　in　the　donor　and　reeeiver　eompartments，　respectively，　during　the

iontophoretic　period．　After　terminatien　ef　the　current，　post－ientopheretic　passive　transport

was　measured　for　a　further　5　h．

　　　　Beth　donor　aRd　receiver　compartments　were　stirred　with　a　magnetic　stirrer　bar　driven　by

a　constant－speed　synchreneus　motor　at　about　1200　rpm　and　maintained　at　320C　using　a

thermo－regulated　water　bath　throughout　the　experiment．　The　receiver　solution　（O．4　mL）　was

withdrawn　every　1　h，　and　the　same　volume　of　PBS　was　added　te　the　reeeiver　compartment　to

keep　the　volume　constant．　Each　permeation　experiment　was　repeated　3　to　s　times．
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2．2．5．　Measurement　ofeleclroosmollc　volumeflow

　　　　The　diffusion　cell　was　medified　according　to　Pika150）　and　Kobatakesi）　in　order　to　directly

measure　velume　fiow　across　the　skin，　as　shown　in　Fig．　2－2．　Briefiy，　the　excised　skin　was

sandwiched　between　two　Teflon　mesh　plates　（O．5　mm　thiekness）　with　numerous　1．0　mm

diameter　holes．　These　plates　prevent　volume　changes，　which　would　result　from　deformation

of　the　excised　skin　througheut　the　experiment，　and　yet　allow　the　entire　skin　area　to　be

available　for　the　solvent　aAd　drug　transpert．　The　skin　and　twe　．Teflon　mesh　plates　were

clamped　between　two　chambers　of　side－by－side　diffusien　eells　for　iontophoresis　（as　above）．

The　conditions　of　iontophoresis　were　also　as　above．　Two　horizontal　1．0－mm－diameter

capillary　tubes　were　attached　via　a　silicone　plug．　The　whole　system　was　equilibrated，

usually　fer　about　1　h，　until　it　was　stabiiized　（movement　of　the　solution　meniscus　in　each

capillary　tube　was　minimal）．　The　permeation　experiment　was　then　started　by　recording　the

position　of　each　meniscus　as　a　function　of　time．　The　electroosmotic　volume　flow，　」．，　was

calculated　as　follows：

　　　　　　　　　岬吻ノノ，＝v×ゼ
　　　　　　　　　Sski，コ

where　v　is　electroosmetic　solvent　vclocity，　and　Scapiziary　and　Sskin　are　inner　areas　of　capillary

tubes　and　effective　penetration　area　of　skin，　respectively．
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Fig．　2－2．　Schematic　illustration　of　diffusion　cell　used　to　measure　solvent　volume　fiow．　a．

capillary　tube　having　an　inner　diameter　of　1．0　mm；　b．　calibrated　papers　c　and　d．　Ag／AgCl

electrodes　（anode　and　cathode）；　e．　Tefion　mesh　of　O．5　mm　thickness　and　several　holes　of　1．O

mm　diameter；　£　excised　hairless　rat　skin；　g．　magnetic　stirrer　bar；　h．　magnetic　stirrer．
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2．2．6．　9uantitatrlve　ana！ysis

　　　　FD－4，　F］）一10，　FD－40，　FD－70　and　FD－2eOO　were　analyzed　by　the　methed　used　in　o“r

previous　study2　i）．　D20　was　determin¢d　by　measurement　ef　the　intensity　of　the　O－D

stretching　vibrational　band　at　2　S　l　2　emt　i　infrared　spectro　scopie　speetra52）．

2。3、mp恥ec◎re慮豊ec

The　overall　iontophoretio　fiux　of　a　drug，　ftotai，　is　expressed　as

“Jtotai　＝＝　」’?ｉｅｃｔｒｏｒｅｐａｉｓｉｏｎ　一F　Jeiectroosinosis　＋　vl’

垂≠唐唐奄魔
（1）

where　Jeiectrorepuision，　tJeiectroosmosis　and　tlpassive　are　the　fiux　due　to　electrorepv｝lsien　between　the

applied　penetrant　ion　and　eleotrie　fieid，　conveetive　solvent　fiow　preduced　by　eleetroesmesis

aRd　passive　delivery　threugh　the　skin，　respectively．　According　te　Pika145），　Yoshida　and

Reberts53），　and　Guy　et　al．54），　the　relative　importance　of　the　three　mechanisms　in　fiux

enhartcement　by　iontophoresis　strongly　depends　on　the　size　of　drug　ions．　The　ienic　effect

dominates　fiux　enhancement　fer　small　iens，　whereas　electroesmotic　fiow　may　dominate　for

the　skin　permeation　ef　large　ions　sueh　as　peptides　and　prot¢ins．　lncreased　skin　permeability

by　iontophoresis　is　thus　generally　marked　net　only　for　small　iens　but　alse　for　large　ions．

According　to　the　free　volxgme　model　by　Yoshida　and　Roberts53），　the　driving　ferce　for　the

delivery　of　ions　having　a　molal　volume　of　mofe　than　2，000　will　only　be　electroosmotic　fiow

at　ioRtephoresis．　Pika145）　also　predicted　that　eleetreesmotic　flow　is　the　deminant　mechanism

for　iontopheretic　skin　permeation　of　monovalent　ions　with　Stokes　radii　larger　than　about　1　um．

Electrorepulsion　fiux　was　therefore　assumed　to　be　negligible　for　large　molecules　as　follows：

uXtotai　＝：　leiectroosmosis　＋　uXpassive
（2）

　　　　IR　case　ef　a　combination　of　mieroneedle　pretreatment　and　iontophresis，　microneedle

pretreatment　produces　new　peres　and　enhances　the　skin　permeability　itsel£　Furthermore，

solvent　fiow　produced　by　electroosmesis　facilitates　the　passage　of　high　molecular　compeunds

一24一



through　the　new　pores　prod｝；seed　by　the　microneedle　system．　S　o　a　synergistic　effect　is

expected　by　a　combination　of　microneedle　pretreatment　and　iontophoresis．

2。魂　。R£s聰璽愈懇翻L簸《豊璽〕§量scasss藍＊ee

2．4．1．　PretTealment　eLffecl　ofmicroneedles　on　so／vent　volumeflow　through　skln

　　　　Sinee　the　eleotrical　properties　of　skin　are　elosely　related　to　transdermal　iontophoretie

delivery45’4g），　volume　fiow　was　firstly　determined　before　and　after　microncedle　pretreatment．

No　signifuant　decrease　was　found　in　solvent　volume　fiow　for　1／30M　PBS　at　pH7．4　（Fig．　2－3）

after　miGroneedle　pretreatment，　indicating　that　it　did　net　ehange　the　electrieal　preperties　of

skin，　unlike　stripping　the　stratum　cerneum48’49）．　When　1．0　mg／mL　FDs　was　added　te　1／30M

PBS，　volume　fiow　was　almo　st　the　sarne　as　that　ofPBS　（data　not　showR）．

　　　　Volume　fiow　remained　constant　during　5　h　iontophoresis．　This　is　different　from　results

reported　by　Pika150），　in　which　a　decrease　in　volume　fiow　was　observed　over　a　long　period　of

time．　High　current　density　（1．0　or　2．0　mA！cm2）　and　low　pH　（pH　3．8）　may　change　the

electrical　properties　ef　skin　te　make　the　membrane　charge　weak，　disappear　er　reverse．　ln　the

presentexperiments，　howev¢r，　the　e｝ectrical　properties　of　skin　were　not　changed　under　modest

coRditioks　such　as　ourrent　density　of　O．3　mA／cm2　aRd　pH　7．4．
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Mierexeedle－pretreated

盒　Do獄or

翻Rece長ver

　　　　　　　　　　　　　o　　璽　　2　　3　　堪　　5　　　　0　　璽　　2　　3　　鴫　　5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　四国鷲（ぬ）　　　　　　　　　　丁醜（甑）

Fig．　2－3．　Typical　electreosmotic　fiow　through　excised　hairless　rat　skin．　Each　panel　shows

volume　fiow　in　capillaiy　tubes　as　a　function　of　time．　Left　panel　is　intact　skin，　right　panel　is

micreneedle－pretreated　skin．
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2．4．2．Pアεかεα∫溺θ漉罐σ（～プmiCToneedles　on　the　skin　per〃zeation（～プ．D20

　　　　Since　no　effect　was　observed　on　soivent　velume　fiow　by　micreneedle　pretreatment，　a

combinatio簸of　microneedle　pretrea伽e鼠a薮d　subsequent　io飢ophoresis　would　be　expected　to

further　enhance　the　transdermal　delivery　of　high　molecuiar　compeunds．　Passive　fiux

through　fresh　intaot　skin　（passive　l），　iontophoretic　fi“x　during　iontophoresis　（IP），　and　passive

fiux　post－iontophoresis　（passive2）　of　D20，　as　a　medel　small　rnelecule，　are　shown　in　Fig．　2－4

（left）．　After　pretreatment，　no　significant　inerease　was　observed　in　the　electroosmetio

transpert　of　］）iO．　Flux　due　to　electroesmetio　transport50），　i．e．，　the　fiux　difference　between　IP

and　passive2　is，

　　　　Eeec謝oosm麗ie　／b躍＝死面盈一幅縦μ∬ive2

　　　　Electroosmotic　fiow　was　2．45　and　2．67　geL／cm2／h　through　the　intact　skiR　and

microncedle－pretreated　skin，　respeetively．　The　eiectroosmotic　transport　of　D20　was　almost

the　same　as　solvent　vol“me　fiew　measured　by　the　capillary　tube　method　（see　Fig．　2－3）．　ln

addition，　post－iontophoresis　passive　fiux　tpassive2）　was　also　high　eompared　to　passive　l

permeability，　and　this　permeability　increase　may　be　evaluated　by　the　permeability　factor，

which　was　calculated　from　the　ratio　ofpassive2　to　passive　l　fiux　as　follows50）：

　　　　Permaew蜘加。ダ開魔　・・2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　湾獺：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　passivel

　　　　In　the　present　experiment，　permeability　factors　ef　intact　skin　and　microneedle－pretreated

skiR　were　1．19　and　1．65，　respectively　（Table　2－1）．

2。4，3．Prθ敵3α加2ε厩罐σ（ゾ〃zicroneedles　on　the　skin　peTmeatわnρプFD－10

　　　　We　subsequently　investigated　the　pretreatment　effect　of　microneedles　en　the　skin

permeation　of　a　large　model　molecule　FD－10　（Fig．　2－4，　right；　Table　2－2）．　lontophroresis　did

not　eeRtribute　to　FD　I　e　transport　through　the　intaet　skin．　However，　miereneedle　pretreatment

significantly　increased　the　electreosmotic　transport　of　FD　I　O，　suggesting　that　high　synergistic

enhanciRg　effects　en　the　skin　permeation　of　high　melecular　compounds　could　be　obtained　by

a　combination　of　mieroReedle　pretreatment　and　iontophoresis．
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Fig．　2－4．　Steady　state　flux　of　D20　or　FD　I　O　through　intact　and　microneedle－pretreated　hairless

rat　skin　before　（Passive　l），　during　（IP）　and　after　（Passive2）　iontophoresis　at　O．3　mA／cm2．

Left　panel　is　D20，　right　panel　is　FD　I　O．

Table　2－1　Steady　state　fiux　of　D20　through　hairless　rat　skin

o㎞訟。建

ﾍ麹簸C葺rO盤e¢《聾¢鱒pre重r¢我総d

Intact　skin Microneedle－pretreated　skin

FIUXpassivel

Fluxip

FIUXpassive2

Fluxip一　Fluxpassive2

Fluxpassive2／　Fllv｝Xpassive1

3．42　±　O．23

852士0．29

5．67士0．87

2．86　（2．71）a

　　　l．65

5．07　±　O．40

9．01　±　O．57

6．01土0．31

3．00　（2．62）a

　　　1．19

a　Values　within　parentheses　wer¢　obtained　from　the　capillary　tube　method

mean土S．E．　inμL／cm2∠h，　n＝30r　4

Table　2－2　Steady　state　flux　of　FD　l　O　through　hairless　rat　skin．

Intact　skin Microneedle－pretreated　skin

FIUX蜘。，1

Fluxip

FluXpassive2

1．13　±　O．09

1．69　dr　O．24

1．80　dr　O．27

　2．30士0．74

41．52　±　13．33

40．10　±　7．64

mean　th　S．E．　in　pmol／cm2／h，　n＝　3　or　4
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　　　　F膿hermore，　post－iontophoresis　passive且ux　of　FD10（passive2）was　also　high

cempared　to　iontophoresis　fi“x　during　iontephoresis　（IP）　with　mioreneedle　pretreatment．

Ofle　may　easily　censider　it　as　a　res“lt　of　permeabi｝ity　faetor，　which　is　“sually　true　for　a　small

molee“le．　But　here　a　large　molecule　was　used　as　modei　penetrant．　Firstly，　if　it　were　due　te

permeability　factor，　the　same　res“k　of　large　fi“xpassive2　would　be　obtained　for　intaet　skin，　teo．

Seeondly，　fiuxip，　which　eontains　the　fiuxes　frem　electreosmotie　transport　emd　increased

passive　perme4bility・w・uld　be　lag。r　than且uxp・ssi・・2　that・簸ly　c・mes倉・m瞭eased　passive

permeability．　Thirdly，　Sh－preoeftditioning　at　the　same　ioRtopheresis　conditiens　to

microneedle－pretreated　skin，　the　fiux　was　eempared　to　the　fluxpassive　i　and　not　to　the　fiuxpassive2

（data　Ret　shown）．　S　e，　permeability　facter　did　ket　eentribute　significantly　to　ftuxpassive2．　ln

faet，　the　high　post－iontopheresis　passive　flux　tpassive2）　is　assumed　to　be　a　result　of　the　low

permeation　of　large　molecuies．　In　detail，　large　molec“les　penetrate　through　the　stratum

eerneum　and　cannet　be　passed　immediate｝y　thre“gh　the　epidermis　and　dermis　during

iontophoresis　due　to　high　melecule　weight．　After　terminatien　of　the　eurrent，　high　passive

fiux　continues　from　acc“mulated　molecules　in　the　epidermis　and　dermis．

2．4．4．　Combination　effecl　of　micToneedle　prelreatment　and　subseguent　iontopkoresis　on　the

skin　permeation　ofFDs

　　　　The　combination　of　rr｝icroneedle　pretreatment　and　iontophoresis　further　enhanced

transdermal　delivery　of　FD　I　O．　The　ebtaiRed　permeation　behavior　of　FD　I　O　was　significantly

different　frem　that　of　D20．　We　then　investigated　the　permeation　prefiles　of　FD4，　i　O，　40，　70

aRd　2000．　The　obtained　resuks　are　shown　in　Figs．2－S　and　2－6．　Ne　significant　iRcrease　was

found　in　the　iontophor£tic　transport　of　FDs　threugh　intact　skins　however，　eombinatioR　with

microneedle　pretreatment　markedly　increased　the　iontophoresis　traRsport　of　FDs．　Moreover，

the　cumulative　amount　of　FDs　that　pe㎜eated　through面croneedle－pretreated　ski獄showed　a

special’behavior　pattern，　i．e．，　leng　lag　time　aud　large　post－ioRtophoresis　passive　permeability．

The　lag　time　of　FD4，　FD　I　O，　FD40，　FD70　and　FD2000　was　O．36　h，　1．66　h，　1．17　h，　1．18　h　and

2．82　h，　respectively，　which　showed　a　tendeneyto　being　dependent　on　their　molecular　weight．
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2．4．5．！ヒelationship　Z＞etWeen」P　and」協

　　　　Furthermore，　the　relationship　was　evaluated　between　molecular　weight　（MW）　and

permeability　coeffieient　（P）　of　the　penetrants　in　the　follewiRg　four　cases：　passive

permeability　through　intact　skin　（lntact），　iontopheretic　permeability　through　intact　skin　（lntact

＋　IP），　passive　permeability　through　microneedle－pretreated　skin　（Microneedle），　and

iontophoretic　permeability　through　microneedle－pretreated　skin　（Microneedle　＋　IP）．　The

results　are　shewn　in　Fig．　2－7．　lnterestingly，　relatively　geod　linear　correlations　were　observed

between　Log　MW　and　Log　P　except　for　the　lntact　＋　IP．　The　contribution　of　iontophoresis　to

the　enhancement　of　drug　permeation　threugh　microneedle－pretreated　skin　increased　with　an

increase　in　MW．

2。i§．　C】h鵬翼電e盈r　Co簸。璽ws　fi◎醜

　　　　The　present　study　demenstrated　that　physical　pretreatment　with　microneedle　puncture　of

the　skin　barrier，　in　conj　unction　with　iontophoresis，　can　further　enhance　the　transdermal

delivery　of　high　molecular　compeunds　such　as　FD4，　i　O，　40，　70　and　2000．　ln　contrast，

microneedle　pretreatment　of　the　stratum　corneum　did　not　further　increase　the　iontophoretic

transport　of　D20．　The　combination　ofmicroneedle　pretreatment　and　following　iontophoresis

provided　a　special　skin　permeation　profile　for　large　melecules，　i．e．，　extended　lag　time　and

large　post－miontophoresis　passive　p¢rmeability．　Further　investigation　is　necessary　to　more

precisely　centrel　large　molecule　permeation　by　using　microneedles　with　iontophoresis．
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3。L蔓齪⑳《豊鵬顧。蹴

　　　　A　penetrant　diffusion　（」）　threugh　a　membrane　will　be　generated　by　a　difference　of

chemical　potential　（Apt）　frem　a　side　having　high　ehemical　petential　to　the　oppesite　side　in　a

£lesed　transpert　system．　Sv＄ch　a　simple　permeatien　pheRomenon　caR　be　described　by

convektional　equ＄ations　such　as　Fiek’s　law　of　diff“sion．　From　a　viewpoint　ef　the　biological

physics　on　the　material　pe：rmeation　through　a　membrane，∠μis　a“driving　fbrceうつand　J　is　an

ebtained　“fiew”55）．　Generally，　a　system　may　eontain　several　forces　and　fiews，　so　that　several

interactions　take　plaee　between　non£onj　ugate　forces　and　flows．　Thus　the　conveRtienal

equations　of　solute　and　voiume　fiows　cam｝ot　eompletely　describe　all　physical　behavior　of

membranes．　The　linear　phenomenologieal　equations　can　be　applied　to　analyze　the

permeation　phenoraena　in　these　complex　systems，　which　involve　more　than　two　forces　and

fiows．　Staverman56）　fustly　used　irreversible　thermodynamics　to　treat　membrarte　transport

processes　to　complete｝y　solve　the　insuff1cieney　of　conventional　equations　en　permeation

phenomeRa．　Then，　in　19S8　Kedem　and　Katchalsky　further　applied　the　formalism　of

non－equilibri｝」im　thermodyRamics　to　biolegieal　membraRes，　and　they　successfully　analyzed

transpert　pheftomena　and　derived　the　useful　Kedem－Katchalsky　equatiens　from　the　linear

phenomenological　equations57）．

　　　　Primary　driving　forces　of　chemical　potential　differences　of　non－electrolyte　FDs，　water

and　ions，　as　well　as　an　anether　driving　force　ofvoltage　difference　were　applied　aeross　the　skin

in　the　present　study　on　the　eombinatioR　of　microneedle　pretreatment　and　iontophoresis

（Chapter　2）．　The　transports　of　water　and　eleetrolyte　were　successfully　described　using　a　set

of　linear　phenomenological　equatiens　when　electrical　potential　was　applied　to　a　system

coRtaining　only　water　and　one　permeable　eleetrolyte　through　a　membrane58’59）．　Nevertheless，
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tra　nsport　phenomena　fer　more　complex　systems　contaiRing　water，　non－electrolytes　and　ions

like　the　present　experimental　system　have　not　been　diseussed．　Then　we　try　to　analyze　the　in

vitTo　skik　permeatien　profiles　of　drugs　xJssing　linear　phenomenological　equations．　ln　the

present　experimental　system，　however，　so　mafty　fiews　like　fiows　of　drugs，　water　and　ions　in

PBS　are　involved，　which　making　diffrioult　to　uRderstand　the　system　in　detail．　We　then　pay

attention　mainly　to　the　drug　permeation　and　try　te　explain　to　the　contributien　of　passive

diffusion　Emd　electroosmosis　te　the　skin　permeation　ef　drugs　by　using　the　linear

phenomenological　equatiens．

3。2。M：魏eeif繍s蹴《豊M：㊧癒。《鮎

　　　　The　materials　and　methods　used　iR　this　experiment　were　the　same　as　described　in

Chapter　2．

3．3。Tぬe（》霊。e笹蓋e認可

3。3．1．TheTmo‘加a〃zics（ゾ加6vθ7励1θρ700ε∬es　and　／inear　p伽omenolog加1θ9魏加s　in

biologlcal　systems

Therffeegediyitamatcs　gff　twmeversfibge　geifeeesses　ln　order　to　describe　the　free　energy　change　of

a　system　in　any　irreversible　process，　it　is　often　convenient　to　use　the　dissipation　function，　¢，

which　is　defined　by：

　　　　　　　　　　認

　　　　φ頴丁ピ万ノ　　　　　　　　　　　　　（1）

where　T　is　absolute　temperature　and　dS／dt　is　irmer　entropy　change　per　unit　time，　t．　For

example，　in　a　closed　system　atconstant　temperature　and　pressure，　this　function　is　equal　to　the

rate　of　decrease　（dissipation）　of　the　Gibbs　free　eAergy　（一dG／dt）；　more　generally，　it　can　always

be　related　to　the　rate　of　dissipation　of　free　energy　or　the　rate　of　decrease　in　the　ability　to

perform　useful　work．55）
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　　　　Furthermore　according　to　Ron－eqt｝ilibri“m　principles，　the　dissipation　function　associated

to　entropy　production　may　be　also　shown　to　the　sum　ef　products　of　fiows　／i　and　conj　ugated

forces　Xi　as　shown　below　（where　1　一一　1，　2，　3，　’””・，　n）：

　　　　ゑま

φ謬Σ躍、
　　　　∫

（2）

where　」i　are　figws　of　matter，　heat，　or　electricity，　and　Xi　are　g¢neralized　ferces　（cenjugate

forees）　such　as　gradients　of　ehemical　potential，　temperature，　or　electrical　poteptial．

　　　　In　the　present　study，　the　experimental　system　ooitsists　of　two　aqueeus　PBS　solutions

centaining　water，　non－electrolyte　FD　and　several　salt　ions　separated　by　a　skin　membrane．

The　system　th“s　comprises　four　driving　ferees　and　four　fiows：　（1）　the　fiew　of　FD，　Js，　driven

by　the　difference　in　the　chemical　potential，　Apt，，　（2）　the　flow　ef　water，　」．，　driven　by　the

difference　in　the　chemical　potential，　Apt．，　（3）　the　flew　of　ions，　2　Ji．．，　driven　by　the　difference

in　the　electro－chemical　potentials，　2Apai．．，　and　（4）　the　electrical　current，　1，　driven　by　the

vokage　difference，　AE57’58’59’60）．　so　the　dissipation　function　for　the　fiows　of　FDs，　water，

electrical　current　and　ions　can　be　expressed　as　follows：

φ瓢ノ，」μ、＋ノ”」μ擢＋Σノン。，μμ、。．＋z∠鱈 （3）

According　to　thermodynamic　expressions　driving　forces　Apts，　Apaw　and　Aption　are：

　　　　　＝一r．　．一　AX

亀＝脚＋む∫
　　　　　　　　　　　　　s

」μw一死岬一瞬一死岬廊、一Σ　Aπi。2

Σ亀。。一Σゼπ。n・ff）＋警諭り

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　len

（4）

where　g7　g，g一／．　and　g7i，．　denote　the　pardal　molar　volumes　of　FD，　water　and　ions　respectively，

ご、andごi。ηare　the　mean　conce瞭ation　of　FD　and　ions　in　the　two　compartments57），」P　is　the

difference　in　pressure　across　the　skin，　A　z，　A　7rs，　A　zion　deRote　the　differeRce　in　the　osmetic

pressure　ofthe　whele　solution，　FD　and　ions，　and　AE　is　t　the　voltage　difference，　respectively．
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　　　Introducing　eqn．　4　inte　eqn．　3，　the　fellowing　equation　ean　be　written

呪融＋警夙死蝋πノ＋激・訊μ＋警伽躍　 （5）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lon　　　　　　　　　　　　　　　　　s

The　tetal　volume　flow，　1．，　is　related　to　the　sum　of　FD，　water　and　ions　flows　as　follows：

　　　fy　＝fsYMs＋fwYv　＋2fioner－ion　一　（6）

Denoting　the　volume　fraction　of　FD　and　iens　by　q，　：C，Y，　artd　qi．．　me　Ci，．　Yi，．，the　follewing

eqn．7can　be　obtained丘om　eqn．5and　eqn．6．59）

φ訊警・脚嘉凧脚πノ＋Σノ’。，、警蜘鰍。諾ノ＋媚（7）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　護。濯　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ton　　　　　　　　　　S　rm’”’s

In　dilute　solution　q，　and　qi．．　are　much　less　than　unit，　then　eqn．　7　can　be　reduced　to

　　　φ旗ろ警・＋ノ，ゼdLge’一A22r）＋Σゐ。警・・＋ifth

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ton　　　　　　　　　　s

　　　　　一〃Rを（b＋乳ゼme－RTκO＋Σん。ゼR｛穿。勾＋∬と鱈　　　　　　　（8）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lon　　　　　　　　　　　　s

：L藍鵬ax　phew◎醗鐙。盈。霧蓋¢麗翼㊧q聰瀬。鵬　　In　a　simple　system　contains　only　a　single　fbrce　and

a　single　fiow，　the　fiow　is　a　linear　function　ofthe　conjugated　force　over　a　relatively　large　range

of　flows　and　forces　as　shown　below：

　　　f，　＝L，，　X”，　（9）
where　．Ji　i　s　the　fiow，　Xi　i　s　the　conj　ugate　driving　force，　and　L　ii　is　a　set　of　straight　coeffricients

that　relate　the　flow　with　its　conj　ugate　driving　force．　Fick’s　law　of　diffUsion　and　Oim’s　law

of　current　fiow　are　application　examp！es　of　eqn．　9．

　　　If　there　are　more　than　twe　irreversible　processes　taking　place，　the　fiow　Ji　i　s　not　only

linearly　related　to　its　conj　ugate　force　Xi，　but　is　also　related　to　all　other　non－conj　ugate　forces

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－35一



feund　in　the　expressieR　for　dissipate　imetion　4＞．　Thus　the　linear　phenemenolegical

equatiens　can　be　expressed　as　fellews：

　　　乳瓢塩濫＋Σち夙　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（10）
　　　　　　　　　　　　ノ

where　the　Lii　are　straight　eoefficients　as　reentioned　above　and　the　Li・　are　coupling　coefficients

that礁e　the翠・ws　with薮・n－c・蜘ga亀e　d紬9　forces・

　　　Then，　in　the　present　experiments，　the　oorresponding　phenomenologieal　equations　are　as

foliews　aceording　to　eqn．　8　：

　　　　嫉還磐＋正μ一R脚＋Σ馬R撃躍

　　　　楓歳霜鯉一R脚＋Σへ還野曜

嫉準＋瑠一R脚下Σ馬・嬰雌
　　　　　髭選響＋£・y岬一R脚＋Σ孟み警纏躍　　 （11）

AP　and　A　Cio．　are　almo　st　zero　in　the　present　st“dy．　Then，　eqn．　11　caR　be　redneed　to

　　　　　　　　　R忽。
　　　　fs　＝　Mss　＝’：iEYsk一　iVS　＋　£sv（一reTtsCs？＋　Zsima

　　　　　　　　　謡。

　　　　乳＝へむ。5＋エ・・ゼ欄。・畑野

　　　　　　　　　R私。
　　　ろ・・紘ご∫＋正β麗9＋■・・　th

　　　　　　　　　醜。

　　　　　　　　　　　む5＋L・β賦犀謬　　　　　　　　（12）　　　　ff　．　el，

　　　　　　　　　　　　s

　　　We　pay　attention　to　the　fiux　ef　FD，　」，，　and　may　combine　the　coeffricients　of　the　fust　and

second　terms　to　a　new　coeffricient，　to，，　whioh　is　defined　by55，57）

　　　ω・ぞ磁・・　　　　　　　　　　　　　（13）
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Then，　」，　oafi　be　simply　e’
?ｐｒｅｓｓｅｄ　by

ノ。瓢の。RTAIC。＋L、、巫論澱。κ，＋L、、ma （14）

　　　　From　eqn．　14，　FD　fiux，　」，，　is　found　to　be　dependent　on　its　conj　ugate　force　of

concentration　difference，　A　C，，　as　well　as　the　non－conj　ugate　force　of　voltage　difference，　AE．

When　the　coefficients　P，，　and　L，i　are　determiRed，　FD　permeation　caR　be　completely　described

by　eqn．　14．

　　　　On　the　other　hand，　the　contribution　of　vokage　difference，　AE，　to　the　flux　of

noR－electrolyte　solute　FD　is　present　as　selvent　volume　fiow　induced　by　electrical　potential，

i．e．，　electreosmosis．　Thus　the　following　equation　can　be　obtained　according　to　Kedem　and

Katchalsky57）：

ノ，瓢ω∫・nvA（フ、＋θ」δノ×ノソ×∠lc、 （15）

where　S　is　reflection　coefficient　of　the　nen－electrolyte　penetrant．　The　reflection　coefficient

is　an　index　showing　the　ability　of　the　membrane　to　discriminate　between　the　solute　and

solvent．　」　：1　when　the　membrane　is　impermeable　to　solute，　whereas　6　＝O　when　the

membrane　is　equally　permeable　to　solute　and　solvent．　The　intermediate　cases　are　O　〈　6　〈　1．

Obviously，　the　refiection　coeffricient　shows　the　coRtribution　ef　convective　flow　to　the　total

permeability　of　solute　through　the　membrane．

3．3．2．　Mechanism　of　the　combined　eLffects　of　microneedle　pretreatment　and　iontophoresis　on

the　skin　pe〃neat加（～ブhigh　molecular　comρounds

　　　　We　then　use　the　refiection　coeffrieient，　6，　to　explain　the　mechanism　of　combined　effects

of　microneedle　pretreatment　and　iontophoresis　on　the　skin　permeation　ef　high　molechlar

compo“nds．　Figure　3－1　schematically　illustrates　eleetroosmotic　transport　for　low　and　high

molecular　compounds　before　and　after　microneedle　pretreatment．　When　the　penetrEmt　size　is

smaller　than　the　permeation　peres　of　skin，　they　can　be　dragged　by　solvent　fiow　and　permeated

一37一一



through　the　membrane　（i．e．，　6　Ax　O），　as　shown　in　Fig．　3－la．　Akhough　the　microneedle

pretreatment　can　make　new　pores　in　the　membrane，　the　new　pore　pathway　does　not　further

contribute　to　the　permeation　of　small　molecules　（Fig．　3－lb）．　On　the　other　hand，　large

molecules　carmot　be　permeated　through　the　intact　membrane　tegether　with　solvent　flew　due

to　their　large　size　（i．e．，　6　T」　1）　（Fig．　3－le）．　The　production　of　new　pores　by　microneedle

pretreatment　facilitates　the　passage　ef　high　molecular　eompounds　through　the　i　nembrane　by

decreasing　the　refiection　coefficient，　6　（Fig．　3－ld）．
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Fig．　3－1．　lllustration　of　the　permeation　of　small　or　1arge　molecules　through　intact　skin　or

microneedle－pretreated　skin．

3．4。Reses蓋電s　a灘Ld］D蓋scesss叢。簸

3．4．1．　Measurement　ofthe　coeLff｝cienls　ofP，，　and　L，ffor　FD4

　　　　To　determine　a　given　ceeffricient，　the　system　can　be　restricted　to　have　only　one　force　and

corresponding　flow．　TheR，　the　fiow　is　determined　under　a　single　force　and　the　coefficient　is

obtained　from　the　ratio　of　fiow　to　force．

　　　　In　the　preseRt　experiments，　when　the　voltage　difference　is　constant，　i．e．，　AE　＝O，　the

coe：缶cient　1）∬can　be　obtained丘om　eqn．14．
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ゼ」捻厩　　　　　　　　　（16）
　　　　　　　5

　　　　Relation．ship　between　the　flux　and　concentration　diffbrence　ofFD4　is　shown　in　Fig．3－2a，

and　slope　of重he　line　is　the　P∬．　In　a　similar　manner，　when　the　concentration　difference　is

constant，　the　coef鼠cient　Lsz　cam　be　obtained：from．　eqn．14

ゼ壷ノ・凶　　　　　　　　　（17）

　　　　The　relationship　between　the　flux　of：FD4　and　electrical　diffbrence　is　shown　in　Fig．3－2b，

and　slope　ofthe　line　is　the　Ls／．

　　　　　　　　　　　　　　　　　恥一。㈱勲舳　　　　　 臨一v・盈訟9・

囎90

　　　　　　尋6・y漏1識媚　　毒豆2・㎡　942磯
　　　　　　羅　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　翻
　　　　　　8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・襲
　　　　　　網　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　選
　　　　　　霊　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　欝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　バ

　　　　　　辱30　　　　　　　　　　辱60
　　　　　　島　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　禽
　　　　　　晦　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　島

　　　　　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o

　　　　　　　　　　　O蓋2345　0．00　0。30　0．60　0．90
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　△C（gng／翻【）　　　　　　　△電（V／・醗2）

Fig．3－2．　Relationship　between　FD　fiux　and　concentration．　difference　A　C（a）or　electrical

difference∠E（b）．　Slope　of　lines　shows　1）∬and　Lsi．

3．4．2．　Contribution　ofconcentration　diJfference　ofdrugs　and　eleclroosmosis

　　　　From　eqn．　14，　the　total　drug　fiux，　」，，　consists　of　P，，　A　C，　and　L，iAE，　where　the　former　is

for　passive　diffusion　and　the　latter　is　for　electroosmosis　produced　by　iontophoresis．　Table

3－1　summarizes　the　contributien　of　concentratioh　difference　of　drugs　and　electreosmosis

before　and　after　microneedle　pretreatment．　For　the　intact　skin，　the　electroosmosis　induced
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by　the　electrical　pewer　did　not　have　a　big　contribution　to　the　skin　permeation　ef　high

melecular　weight　compe｝」snds．　On　the　ether　hand，　the　electroesmosis　significarttly　enhanced

the　skin　permeation　ef　penetr2mts，　aRd　the　egntribution　of　electeesmosis　inereased　with　an

increase　in　M．W．　of　the　peftetremts．

Table　34　Fluxes　of　D20　and　FDs　and　Gontrib就i◎n　o：f　conce煎ration　dif飴ren．ce　of　drugs　and

electr・・sm・sisゆre　a鍛d　a負er　micr・needle　p戯re飢me煎

Drugs
Intaet　skin Microneedle－pretreated　skin

Pss　A　C，a LslAEb Pss　A　C，a Lsl　A　Eb

D20

FD4

FDlO

FD40

FD70

3．4　×　lo6　（400／o）c

　　　5　（360／o）

　　　Very　low

　　　Very　low

　　　Very　low

s．1　×　lo6　（600／，）

　　　9　（640／e）

　　Very　low

　　Very　lew

　　Very　lew

s．1　×　lo6　（s60／，）

　　47　（lso／，）

　　　20　（se／，）

　　　lo　（ge／，）

　　　s　（s　e／，）

3．g　×　lo6　（440／，）

　　267　（850／e）

　　395　（950／e）

　　loo　（go／，）

　　103　（950／e）

aAC，　of　FDs　was　fixed　to　be　1．0　mg／mL，　and　pure　D20　was　used　in　all　experiments．

bAE　was　fixed　to　be　O．4　V．

C　Values　within　parentheses　are　perm¢ation　raties　eompared　to　the　total　permeation．

mean　±　S．E．　iR　ng／cm2／h，　n＝＝3　or　4

3．4．3．P7θ惚α珈ε漉＠αα加たroneedles　on　the　skin　perneeatlon（ゾD20　and　FZ）s

　　　　The　reflection　coefficient56’57），δ，　is　closely　related　to　thc　contrib厩ion　of　convective且ow

to　the　total　permeability　of　solute　through　the　skin　baxxrier．　This　parameter　i　s　very　important

to　iontophoretic　fi｝」｝x－enhancement　for　large　moleeules．　Then，　the　differeRt　effects　of

microneedle　pretreatmeRt　were　evaluated　v；sing　6　val“e　on　the　iontephoretic　flux　of　D20　and

FDs　in　Chapter　2．　After　the　pretreatmeRt，　ne　significant　increase　was　observed　in　the

electroosmotic　transport　of　D20．　Since　the　refieetien　ooeffricient　6　ef　D20　to　solvent　fiux　（5

＝＝@O　in　beth　eases，　see　Fig．　3－la　aRd　b）　ar｝d　solvent　velume　fiow　before　microneedle

pretreatment　were　almost　the　same　as　tho　se　after　the　pretreatment，　little　difference　was

ebserved　in　the　electroosmotic　transport　of　D20　before　and　after　pretreatment．
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　　　　On　the　ether　hand，　microReedle　pretreatment　significantly　increased　the　electroosmotic

transport　ofFDs　because　of　the　signifieant　deerease　in　6　（see　Fig．　3－1c　and　d）．

3．　4．　4．　Prelreatmenl　effect　ofmacroneedles　on　lhe　6　ofFDs

　　　　Furthermere，　the　i　values　of　FDs　in　the　ientophoresis　experiment　before　and　after

microneedle　pretreatment　weye　investigated．　Compared　te　electroosmotic　transport，

passive　l　flux　is　negligible，　se　i　can　be　expressed　from　eqn．　15　as　fellews：

　　　　　　　死醐

6＝f一
　　　　　　ノ×」c
　　　　　　　ソ　　　　　　　5

（1　8）

　　　　The　obtained　results　are　shown　in　Fig．　3－3．　The　S　values　of　FI）s　for　intact　skin　were

close　to　“nit．　After　the　pretreatment　with　microneedles，　on　the　other　hand，　the　」　values　were

signifieantly　d¢creased，　whicla　may　be　due　to　synergistie　effeets　of　microneedle　pretreatment

and　subsequent　iontophoresis　on　the　skin　pexri　neation　of　iarge　molecules．
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Fig．　3－3　6　of　penetrants　with　different　molecular　weight　for　intact　and　microneedle－pretreated

hairless　rat　skin　during　iontophoresis　at　O．3　mA／cm2．

＊　Data　adapted　from　Kim　et　a16　i）．　lontophoresis　conditien：　constant　current　O．36　mA！cm2，

and　other　conditions　were　the　same　to　the　present　study．
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3。5．¢kmptew　¢◎簸d鵬量◎簸

　　　　Linear　phenomeftological　equations　were　“seful　for　clear　“nderstanding　and　explanatien

of　the　contribution　of　passive　diffUsion　and　electroosmosis　to　the　skin　permeation　of　drugs．

Through　applying　the　concept　of　r¢flection　eoeencient，　6，　to　the　present　skin　permeation

experimeRts，　a　reasonable　explanation　was　obtained　for　the　mechani　sm　of　the　combined

effects　of　microneedle　pretreatment　and　iontophoresis　en　the　skin　permeation　of　high

molecular　compounds．

　　　　When　mere　than　two　forces　and　fiows　involved　in　a　system，　the　linear　phenomenolegical

equatioRs　can　provide　a　usefu；1　approach　to　analyze　the　complex　permeatioR　phenomena．
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From　these　results　obtained　above，　the　following　conciusion　can　be　obtained

〈1）

（2）

（3）

The　microneedle　pretreatment　may　provide　a　safe，　efiricient　and　eontrollable　technique　for

increasing　transdermal　drug　delivery．　Especially　microneedle　system　can　provide　a

technique　platform　for　transdermal　delivery　of　hydrophilic一　high　molecular　weight

compounds，　such　as　proteins　and　DNA．

A　cembination　of　microncedle　and　iontophoresis　flJuther　increases　skin　permeation　of

hydrophilic　high　molecular　weight　compounds．　The　combination　approach　can　expand

the　range　of　drugs　suitable　for　transdermal　delivery．

When　a　transport　system　contains　more　than　two　driving　forces，　fer　example，　j　ust　like

the　drugs　skin　permeation　of　a　combination　of　microneedle　and　iontophoresis，　the　linear

phenomenoiogical　equations　can　provide　a　usefu1　approach　to　analyze　the　complex

penetrant　permeation　phenomena．　lt　was　useful　for　clear　understanding　and　explanation

of　the　contribution　of　each　driving　force，　i．e．，　passive　diffUsion　（concentration　difference）

and　electroesmosis　（electrical　potential　difference），　to　the　skin　permeation　of　drugs．

　　　　Microneedle　system　arid　its　combination　system　with　iontophoresis　may　be　usefu1　to

increase　the　skin　permeation　of　high　molecular　weight　compounds．　Application　of

resistance　model　and　linear　phenomenological　equatieRs　are　useful　te　sophisticatedly

fabricate　a　microReedle　system．　The　present　system　can　be　utilized　as　a　new　drug　delivery

me2uss　through　skin．
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