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緒言

　電気分解水（電解水）は，純水や常水を原水として，これに微量の塩類を添加した

水溶液を電気分解して得られる水と定義される1）．電解水は，添加する塩の種類と量，

電解槽の構造および電解条件によって異なった化学組成の水溶液となり，様々な物性

や機能を示す．電解水は食品2），農業3），水産4），畜産，医療5）など幅広い分野で応用

されており，使用目的に基づいて主に殺菌消毒やアストリンゼント効果を持つ酸性電

解水（acidic　electrolyzed　oxidizing　water，　EOW）（強酸性電解水，微酸性電解水，酸性イ

オン水）と，主に胃酸過多・便通異常などの胃腸症状の改善や洗浄に使われるアルカ

リ性電解水（alkaline　eiectrolyzed　reducing　water，　ERW）（強アルカリ性電解水，電解次

亜水，アルカリイオン水）に大別される．代表的な電解水をTable　iに示す．なお，

酸性電解水およびアルカリ性電解水は，それぞれ，酸化水および還元水とも呼ばれる．

　また，本邦では薬事許可を得た2種類のEOWがあり，その効能は手指洗浄消毒と

内視鏡の洗浄消毒6・　7）である．一方，ERWは油脂の乳化作用8）や抗酸化作用9’　l　o）を持

つことが報告されている．しかし，電解水の物性と効果については十分研究されてい

るわけではない．

　そこで，本研究では電解水の医薬品製剤および化粧品添加物としての有用性につい

て焦点をしぼり，5章に分けて定量的に評価した．まず，．第1章では電解水の基本的

物性について，第2章では電解水の薬物皮膚透過制御作用について評価したID．また，

第3章では電解水を用いて界面活性剤フリーエマルションを作成し，その薬物皮膚透

過制御作用について評価した12）．さらに，第4章では電解水の抗酸化作用について，

第5章では電解水の抗菌作用について検討した．以下，得られた結果を論述する．
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第1章 電解水の基本的物性評価

　電解水の効能・効果について定量的に論じる前に電解水の物性とその特徴について

知る必要がある．そこで，電解水の基本的物性を明らかにするために，種々電解水の

pH，酸化還元電位（ORP），溶存酸素（DO），電気伝導率（κ），浸透圧（ll）およ

び表面張力（7）を測定した．また，物性に影響を与える可能性のあるイオン種と考

えられるナトリウムイオンおよびクロルイオンの濃度も測定した。さらに，浸透圧に

影響を与える可能性のあるイオンとして，アルカリ性電解水ではOHfの，酸性電解水

ではH‘’の濃度をそれぞれの電解水のpHから算出した．加えて，　pHおよびORP安定

性についても評価した．
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第1節 電解水の生成原理と調製

　Fig．1に電解水を調製する電解槽について図示する．　Fig。1aに示したように，電解

水を作る電解槽にはフローセル（連続流水）式とバッチ（貯水）式があり，また，Fig．

1bに示したように，それぞれに無隔膜1室型，有隔膜2室型および有隔膜3室型があ

る．例えば，Fig。1cに示すように，3室型電解槽では隔膜で仕切られた陽極室（プラ

ス極側）と陰極室（マイナス極側）およびこれらの間に中間室がある．陽極室および

陰極室には超純水，純水または常水を供給し，中間室には純水または塩化ナトリウム

水溶液などを充填して電解を開始すると，電流に比例してNa＋，　Cr，　H”’，　OH一などの

イオンが中間室から陽極室または陰極室に移行する（Fig．1c）．なお，3室型電解槽は

2順鞘電解槽に比べて，得られる電解水中のイオン濃度を極限まで低減するのに向い

ている．

　塩化ナトリウム水溶液を有隔膜電解した時の主な電極反応をeqs．1－6に示す．陽極

では水（H20）から酸素（02）と水素イオン（Hり（eq．1），また，塩素イオン（Cr）

から塩素（C12）が生じる（eq．2）．生じた塩素は水と反応して次亜塩素酸（HCIO）と

塩酸（HCI）になる（eq．3）．その結果，陽極室中の水溶液は酸性化し，溶存酸素（DO）

が上昇する．一方，陰極では水（H20）から水素（H2）と水酸化イオン（OH一）が生

じる（eq．4）．また，酸素と水から過酸化水素と水酸化イオンが生じる（eq．5）．さら

に，過酸化水素は水酸化イオンとなる（eq．6）．その結果，陰極室中の水溶液はアル

カリ性化し，溶存酸素は低下，溶存水素は上昇する（eqs．4－5）．このように陽極室から

酸性電解水が，陰極室からアルカリ性電解水が生成される．

Electrode　reaction　of　anode

　　　2ff20　一〉　0，　＋　4H“　＋　4e’

　　　2CI　M　一一〉　Cl，　＋2e－

　　　C12＋H20　e　HOCI＋H“＋clma

eq．　1

eq．　2

eq．　3
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Electrode　reaction　of　cathode

　　　　　2H，0＋2e一　一　H，　＋20H－

　　　　　O，　＋2H，　O＋2e一　一　H，　O，　＋2ffO　ww

　　　　　H202＋2e一→20H一

eq．　4

eq．　5

eq．　6
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第2節 実験方法

1．実験材料

　強酸性電解水（EOW　1）および強アルカリ性電解水（ERW　1）は，フローセル式3

室型電解槽を有するレドックスウォータータイプ1S’生成器（（株）ウォーターデザイ

ン研究所，東京）を用いて用時調製した．なお，これらの原水には蒸留水製造装置

（STILL　ACE　SA・一2000A，東京理化器械（株），東京）から得られた精製水（PW）を

用いた．また，電解補助翼として塩化ナトリウム（和光純薬工業（株），大阪）を使

用し，その飽和溶液を中間室に供じた．さらに，3種類の強酸1生電解水（EOW　2－4）

は（株）ウォーターデザイン研究所から，強アルカリ性電解水の1つであるERIC　S－100

は（株）エー・アイ・システムプロダクト（春日井，愛知）から，同じく強アルカリ

性電解水の一種であり化粧水として市販されている2種類のアクティブミクロンウォ

ーター＋（ERW　3，4）は（株）ジモス（福岡）から，クエン酸などの有機酸を電解補

助剤として生成されたボトルドウォーターe－H20一α（ERW　5）は（有）スプリング（東

京）から供与された．注射用水（IS）は大塚製薬（株）（東京）から購入した．

2．pH測定

　電解水のpHはガラス電極HGS－2005，比較電極HS－205C，温度センサTHP　1008S

を取り付けた，イオン・pHメーター（IM－55G，東亜ディーケーケー（株），東京）を

用いて測定した．なお，測定は100・mLバイアル瓶に電解水を約50　mL加え，その中

に電極を静置し30秒後に行った．

3．　　酸化還元電位測定

　電解水の酸化還元電位は金属電極HP－105，比較電極HS－205C，温度センサTHP　1008S

を取り付けた，イオン・pHメーター（IM－55G）を用いて測定した．なお，測定は100

mLバイアル瓶に電解水を約50　mL加え，その中に電極を静置し5分後に行った．
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4。　　溶存酸素測定

　電解水の溶存酸素濃度はポータブル溶存酸素計Pシリーズ（DO一・14P，東亜電波工

業（株），東京）を用いて測定した．100・mLバイアル瓶に電解水を約50　mL加え，そ

の中に測定プローブを静置し，スターラーバーおよびマグネティックスターラーを用

いて撹搾条件下，3分後の値を測定した．ゼロ校正は10％亜硫酸ナトリウムをゼロ液

として用いて，スパン校正は大気中で行った．

5．　　電気伝導率測定

　電解水の電気伝導率は電気伝導率計Gシリーズ（CM－30G，東亜電波工業（株））

により測定した．用いた電気伝導率セルCT・・57101Aのセル定数は935　m－1であった．

測定は100mLバイアル瓶に電解水を約50　mL加え，その中に電極を静置し1分後に

行った．

6．　　浸透圧測定

　電解水の浸透圧は浸透圧測定装置オズモスタット（OM－6040，アークレイ（株），

京都）を用いて測定した．測定原理は超過冷却方式による氷点降下法で，校正は0，

300および1000mOsmの3点で行った．

7．　　表面張力測定

　電解水の表面張力は全自動表面張力計（CBVP－Z，協和界面科学（株），新座，埼玉）

により測定した．なお，この測定原理はwilhelmy法である．測定は試験液5mLをシ

ャーレ（Non－treated　dish，35×10　mm，旭テクノグラス（株），東京）に移し，室温下

で行った．
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8．　　ナトリウムイオン濃度測定

　電解水中のNa膿度は原子吸光分光光度計（AA－6500，

用いて測定した．

（株）島津製作所，京都）を

9．　　クロルイオン濃度測定

　電解水のCl濃度の測定に使用したイオンクロマトグラフシステム（non－suppressor

type）を以下に示す．

Pump

Electrical　conductivity　detector

Integrator

Column　oven

IC　column

LC－9A（（株）島津製作所，京都）

CDD－6A（（株）島津：製作所）

C－R5A（（株）島津製作所）

CTO－6AS（（株）島津製作所）

Shim－pack　IC－Al，　4．6　mmiid．xlOO　mm

（（株）島津製作所）

　なお，流速は1mL／min，カラムオーブンは400Cに設定した．電気伝導度検出器の

ポラリティはプラス，信号出力はSTD，測定感度は4μS／cm　FS（gain：1μS／cm，　range：4）

に設定した．また，移動相は　1．O　mM　p－hydroxybenzoic　acid＋1。1　mM

N，N－dimethylaminoethano1　solt｝tionを用いた．

10．　pHおよびORP安定性評価法

　100mLバイアル瓶に空気が入らない蓋をして5。C静置条件下で保存したサンプル

を，前項2および3と同様に，生成直後，1，4，12，24および48週問後にpHおよ

び0：RPを測定し，電解水のpHおよびORPの安定性を評価した．

一9一



第3節 結果

1．　　基本的物性

　Table　2に電解水の基本的物性測定結果を示す．精製水（PW）の純度を確認するた

めに，PWの物性と注射用水（IS）の物性を比較したところ，大きな違いはみられな

かった．EOWは酸性pHを，　ERWはERW　5を除いてアルカリ性pHを示した．また，

EOWのORPは正の値を，ERWのORPは負の値を示した．Na＋濃度はERWで高値を，

EOWで等値を示した．反対に，　Cr濃度はEOWで高値を，　ERWでは低値を示した．

また，浸透圧に影響を与える可能性のあるイオンとして，EOWではH÷濃度，　ERWで

はOH労研をそれぞれの電解水のpHから算出したが，　Na÷，　Cr，庄およびOH儂度

だけで電解水の浸透圧を完全には説明することはできなかった．しかし，浸透圧およ

び電気伝導率はNa＋およびCr濃度を反映していた．また，ほとんどのEOWおよび

ERWの表面張力は精製水とほぼ同様の値を示したが，　EOW　3およびERW　2では極め

て低い値を示した．

2．　　pHおよびORP安定性

　pHおよびoRP安定性評価の結果をFig．　2に示す．　Eow　lおよびERw　1のpHは生

成後48週まで安定であった（Fig．2a）．また，　EOW　1のORPも48週まで安定であっ

た（Fig．2b）．一方，　ERw　1のoRPは1週問で著しく上昇するものがあり，4週以降，

約一300mVを維持した（Fig．2b）．
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第4節 考察

　EOWで酸性pHを示したのはeq．1および3に従い生成したH＋が，また，　ERWで

アルカリ性pHを示したのはeq．4－6に従い生成したOHMが原因である．一方，　ERW　5

で弱酸性pHを示したのは，電解補助剤としてNaClの替わりにクエン酸などの有機

酸を使用したためであると考えられる．

　また，ORPはDOとDHのバランスや共存イオンにより決定されることが報告され

ているB）．EowのDoはERwよりも高値を示し，　eq．1を裏付ける結果となった．

今回，DHは測定していないが，　ERWではeq．4により高値を示すことが予想される．

　ERWでNa＋濃度が高く，EOWでCr濃度が高い理由は，電解槽の中間室に加えた

NaCl由来のNざとCrが，それぞれ陰極または陽極に静電的に移動したためであると

考えられる．また，EOWの電気伝導率と浸透圧はCl濃度との間にそれぞれ良い相関

が認められた．一方，ERWの電気伝導率と浸透圧はNa＋濃度との聞にそれぞれ良い相

関が認められた．特に，すべての電解水の浸透圧および電気伝導率はNかとCl濃度

を反映していた．さらに，Eow　1と同じpHをもつ。．01　M　Hclのcr濃度は10mEq／し

であるが，これに比べてEOW　1のC1濃度は半分に低減できることがわかった．また，

ERW　1と同じpHをもつ0．02　M　NaOHのN♂濃度は20　mEq／しであるが，これと比べ

てERW　lの：Na膿度は半分に低減できることがわかった．通常，　pH緩衝液には共存

イオンが多く含まれるが，EOWやERWはNa＋およびCrが少なくても，低pHや高

pHを示すため，緩衝液（溶媒）の代替として利用できるかもしれない．なお，　ERW　2

のように弱い緩衝作用を有するものも存在する（data・not　shown）．　ERW　2ではNa＋や

Cr以外のイオンが存在することがイオンクロマトグラフィーにより確認されている

（data　not　shown）ので，これらのイオンが浸透圧や緩衝作用に関係していると考えら

れる．EOW　3で浸透圧を測定できなかった理由は，添加物として加えているグリセリ

ンの影響により，氷晶形成しなかったためであると考えらた．

　EOW　3およびERW　2で極めて低い表面張力を示したが，　EOW　3が低値を示した理
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由は高い粘度が影響したためであると考えられた．一方，ERW　2で低値を示した原因

は不明である．

　ERWのORP安定性にはDHが深く関係し，50C閉鎖系静置条件下でもDHが減少

しORPの上昇をもたらしたと思われた．また，　EOW　1およびERW　1のORPに及ぼ

す窒素バブリングの影響を調べたところ，EOW　1では928．4から963。4　mVと変化は

認められなかったが，ERW　1では一1097．4から2．6　mVへ著しく上昇が認められた．こ

れは，水中の飽和溶存水素濃度（1．55mg／L，250C，1atm）が飽和溶存酸素濃度（8．11

mg／L，25。C，1atm）よりはるかに小さく，そのため，　ERW　1では窒素バブリングに

よりDHが抜けやすいことより，より大きな影響を受けたのではないかと思われる．

第5節 小括

　電解水は電気分解反応を反映した水溶液であることが明らかとなった．また，電解

水のNa÷およびCr濃度は，同様のpHを有する0．02・M・NaOHや0．01　M　HCIに比べる

と半減できることがわかり，緩衝液としての代替となる可能性も示唆された．
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第2章 薬物皮膚透過に及ぼす電解水の影響

　薬物の皮膚透過・経皮吸収性は角層のバリヤー機能のために低く，electroporation，

iontoporesis，　phonophoresisのような物理的促進法，およびテルペン類や脂肪酸などの

促進剤の使用やプロドラッグ化など化学的促進法が考えられている14・15）．しかし，皮

膚透過性に及ぼす溶媒（基剤）の影響に関する研究16）は思いのほか少ない．電解水は

医薬品や化粧品のユニークな基剤成分の1つとして利用可能であると思われるが，得

られる効果や主成分の活性に対する影響などについてほとんど研究されていない．

　そこで，本章では薬物や化粧品有効成分の皮膚透過性に及ぼす種々電解水の影響を

明らかにすることを目的として，塩基性，酸性および非解離性モデル薬物としてリド

カイン（LC），安息香酸（BA），一硝酸イソソルビド（ISMN）をそれぞれ選択し，そ

のヘアレスラット摘出皮膚を介した皮膚透過性に及ぼす基剤として用いた電解水の

影響を調査した．また，透過係数に対するイオン型および非解離型薬物の寄与を，そ

れぞれイオン型リドカインおよび非解離型リドカインの透過係数を決定することに

より見積もった．加えて，皮膚バリアー能に及ぼす電解水の影響を角層および真皮側

に電解水を適用し皮膚インピーダンスを測定することにより評価した．さらに，種々

電解水の皮膚刺激性を評価するために，ヘアレスラット皮膚角層側に電解水を適用し

タンパク漏出量を測定した。また，ヘアレスラット摘出皮膚のMTT試験およびリン

脂質漏出試験を行った．

第1節 実験方法

1．　　実験材料

　LC，　ISMNおよびtris（hydroxymethyl）aminomethaneは東京化成販売（株）（東京）

から購入した．BAおよび2－amino－2－methyl－1，3－propanediolは和光純薬工業（株）（大

阪）から購入した．3，3－dimethylglutaric　acidおよびToriton　X－10e　reducedはSigma－Aldrich
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co．（st．　Louis，　Mo，　u．s．A．）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．

2．　　実験動物

　雄性ヘアレスラット（WBN／ILA－Ht，体重220－250　g）は城西大学生命科学研究セン

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．なお，

動物実験は城西大学生命科学研究センターの倫理規定に従って行った．

3．　　In・vltro薬物皮膚透過実験法

　ベントバルビタールナトリウム（50mg／kg）麻酔下，ヘアレスラット腹部皮膚を剃

毛後左右から1枚ずつ摘出した．この新鮮なヘアレスラットの皮膚サンプルは摘出後

直ちに使用した．これらの皮膚を2一チャンバー横型拡散セル（有効透過面積0。95cm2）

17）に挟み，角層側に0．1％薬物を溶解した種・々電解水（EOW　1，　ERW　1およびERW2）

25mLを，真皮側に生理食塩液2．5　mLを適用した．両セル内はセル中のスターヘッ

ド型撹搾子をマグネティックスターラー（マルチスターラーM－1，（株）井内栄盛堂，

東京）により500　rpmで回転させることで撹兆した．また，両セルはウォータージャ

ケットに温水を流すことにより32。Cに維持した．真皮側チャンバーから経時的に0．5

mLを採取し，その都度同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．すべての透過実験は6時問行った．

　Table　3に本研究に用いたLC，　BAおよびISMNの構造式，分子量（MW），　pKaお

よびlog　n一二クタノール／水分配係数（K。／w）を示す．また，種々pH溶液（pH3．5，6．3，7．3，

8．3，9．3，　IO．3）の調製には3，3－dimethylglutaric　acid，　tris（hydroxymethyl）aminomethane

および2－amino－2－methyl－1，3－propanediolの等モル溶液であるGTA広域緩衝液を用い，

pHの調整には1MHCIまたは1MNaOHを使用した．
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Compound Structure M．W． pKa log　K．／．

LC

BA

ISMN

　CH3

　　　eCooH

OH

o

o

O一一NO2

234．34

122．12

191．14

8．30

4．i8

2．44

1．87

一一Z．i5

　イオン型および非解離（分子）型LCの皮膚透過係数は得られた全透過係数に対す

る，それぞれの型の寄与を評価することにより算出した18）．本試験では表計算ソフト

Microsoft⑧Excel中のソルバー機能を用いて皮膚透過係数PをpHの関数としたeq．7

に，非線形最小二乗法（algorithm；準ニュートン法）処理を行うことによりイオン型

および非解離型LCの透過係数PiおよびP、を算出した．

P一乃α＋君（1－a）「＋1藷躍＋P，　1 1

1＋10pKu－pH
eq．　7

4．　　薬物の定量法

　皮膚透過実験で得られたサンプル溶液のLC，　BAおよびISMN濃度はHPLCを用い

て測定した．なお，前処理として内部標準物質を含有したアセトニトリルと容量比1：

1で混和し，遠心分離（40C，18800×g，5min）した上清20叫をHPLC測定に論じた．

使用したHPLCシステムを以下に示す．
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System　controller

Pump

UV　detector

Auto　inj　ector

Integrator

Column　oven

ODS　columR

SCL－10AVP（（株）島津製作所）

LC－10AD（（株）島津製作所）

SPD－10A（（株）島津製作所）

SIL－10AXL（（株）島津製作所）

C－R3A（（株）島津製作所）

CTO－10A（（株）島津製作所）

Wakopak　Wakosil一　g　5　C　18　HG，　4．6　mm　i．d．×250　mm，

（和光純薬工業（株））

なお，流速は1mL／min，カラムオーブンは400Cに設定した．

　HPLC分析に用いた移動度，検出波長および内部標準物質をTable　4に示す．また，

得られた濃度から薬物皮膚透過量を算出した．

丁翻め豊e4　　HPLC　co殿dido簸s　fbr重he　dr樋g　dete｝rm蓋翻繍t豊◎遡

Mobile　phase DetectioR　（nm） Ipternal　standard

　　　　　AcetoRitrile　：　O．1“／o　phosphoric　acid　solution

LC　＋5　mM　sodium　1－heptane　sulfoRate

　　　　　　　　　　　35　：　65

　　　Acetenitrile　：　O．05　M　glycine　buffersolution　（pH　2．5）

BA
　　　　　　　　　　　50　：　50

　　　　　　　　　Acetenitrile　：　water
ISMN
　　　　　　　　　　　10　：　90

230

230

220

Ethyl　p－hydroxybenzonate

Butyl　p－hydroxybenzoftate

Absolute　calibratien　method

5．　　In・vltro皮膚インピーダンス測定法

　透過実験と同様に，ヘアレスラット腹部皮膚をベントバルビタールナトリウム麻酔

下剃毛し，生理食塩液で清拭した後，左右から1枚ずつ摘出した．摘出皮膚を透過実
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験と同様の2一チャンバー横型拡散セルに挟み，角層側および真皮側に種々電解水2．5

mLを適用した．両セル内はセル中のスターヘッド型門下子により撹貸した．また，

両セルは32。Cに維持した．角層側および真皮側セルに銀塩化銀電極を入れ，インピ

ーダンスメータ（Sinusoidal　10　Hz，　ADVANCE　R＆D　Co．，：LTD．，東京）を用い，経時

的に皮膚インピーダンスを測定した19・20）．

6．　　In　vltro皮膚タンパク質漏出試験法

　ヘアレスラット腹部皮膚を麻酔下剃毛し，生理食塩液で清拭した後，左右から1枚

ずつ摘出した．摘出した皮膚を角層がレシーバ溶液側を向くように2一チャンバー横型

拡散セルに挟んだ（通常の透過実験と逆向き）．角層側（レシーバ側）セルに種々電

解水を，真皮側セルには生理食塩液を，それぞれ2．5mLずつ適用した．また，実験中，

レシーバ側のみスターラーで撹拝し，セルは透過実験と同様320Cに維持した．実験開

始後0，3および9hにレシーバ溶液を0．5　mLサンプリングし，その都度，同量の電解水

を補充した．採取した溶液をサンプル溶液とし，サンプル溶液のタンパク質を

Bicinchoninic　acid　（BCA）　protein　assay　kit　（Pierce　Biotechnology，　lnc．，　Reckford，　IL，　U．S．A．）

を用いて定量した2玉・22）．測定原理は，アルカリ条件下でタンパク質とCu2“が反応し，

Cu＋を生じる反応（ビウレット法）と，1molのCu＋と特異的に反応するBCA　2　molから

562nmに吸収を持つ複合体を形成する反応からなり，この複合体を分光光度計により

定量する．なお，今回はenhanced　test　tube　protocolに従って試験を行った．また，反応

試薬を妨害しないように，適宜サンプルを希釈して測定した．

7．　　MTT試験法

　ヘアレスラット腹部皮膚をベントバルビタールナトリウム麻酔下剃毛し，生理食塩

液で清拭した後，セロテープ（ニチバン（株），東京）を用いて角層を20回テープス

トリッピングした．試験液である精製水，種々電解水，0．02MNaOH，0．01　M　HCIお

よび各試験液にNaClを加えて等張化したものを直径15　mmφのパッチテスト用絆創
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膏（鳥居薬品（株），東京）に200μL染みこませて腹部皮膚に適用した．ネガティブ

コントロールには生理食塩液を採用した．絆創膏が腹部から剥がれないようにサージ

カルテープを用いて固定し，24時間暴露した．暴露後，再びベントバルビタールナト

リウム麻酔下，適用部位皮膚を摘出し真皮側の脂肪を除去してからその中央部をバイ

オプシーパンチで直径8　mmφにくり抜いた．これを生理食塩液で洗浄し，0．33　mg／mL

MTTアッセイ培地溶液2mしに浸潤させ，5％CO2，370C条件下で3時間インキュベ

ートした後，生理食塩液で洗浄し試験管に移した．この試験管に0．04MHCI一イソプ

ロパノール溶液1mLを添加し，室温暗所で12時間放置してホルマザンを抽出した．

ホルマザン濃度は紫外可視分光光度計（UV－160A，（株）島津製作所）を用いて検出

波長570nmで測定した23・24）．

8．　　加漉m皮膚リン脂質漏出試験法

　ヘアレスラット腹部皮膚をベントバルビタールナトリウム麻酔下剃毛し，生理食塩

液で清拭した後，左右から1枚ずつ摘出した．摘出した皮膚を角層がレシーバ溶液側

を向くように2一チャンバー横型拡散セルに挟んだ．角層側（レシーバ側）セルに種々

電解水を，真皮側セルには生理食塩液を，それぞれ25mLずつ適用した．また，実

験中，レシーバ側のみスターラーで撹＃し，セルは透過実験と同様320Cに維持した．

実験開始後0，3および9hにレシーバ溶液を500μLサンプリングし，その都度，同量

の電解水を補充した．採取した溶液中のリン脂質をリン脂質Gテストワコー（和光純

薬工業（株））を用いて定量した25）．測定原理は，まず，リン脂質をホスホリパーゼ

Dにより加水分解しコリンを遊離させる．生成したコリンをコリンオキシダーゼによ

りベタインに酸化し，同時に過酸化水素を生じさせる．生じた過酸化水素はペルオキ

シダーゼによりDAOS（N－ethyl－N一（2－hydroxy－3－sulfopropyl）一3，5－dimethoxyaniline）と

4－aminoantipyrineとを定量的に酸化縮合させ，青色の色素を生成させるものである．

600nmに吸収を持つこの色素を定量することによりリン脂質濃度を求めた．
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9．　　データ解析

　データ数n＝34とし，図および表には平均値±標準誤差を示した．透過速度はlag

time法により4－6　hの累積透過プロファイルから算出し，得られた透過速度を用いて

透過係数を算出した．また，必要に応じてunpaired　Student’s　t－test，一元配置分散分析

（One－factor　ANOVA）およびTukey－Kramer法により統計学的解析を行った．なお，

有意水準αコ0．Olまたは0．05とした．
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第2節 結果

1．　　加痂ro薬物皮膚透過実験：

　Fig．3aに種々電解水溶液からヘアレスラット皮膚を介して透過したLCの累積量プ

ロファイルを示す。塩基性薬物であるLCはコントロールである精製水を溶媒と用い

た時に比較して，ERW　1およびERW　2を用いた場合，6時間累積透過量はそれぞれ

5．2倍および2．5倍という高い透過性を示した．一方，強酸性電解水EOW　1を用いた

場合，透過は抑制（精製水と比較して6時間累積透過量は0．071倍）された．

　Fig．3bに種々電解水溶液からヘアレスラット皮膚を介して透過したBAの累積量プ

ロファイルを示す．酸性薬物であるBAは，精製水からの透過に比較して，6時間累

積透過量はEOW　1を用いた場合1．8倍の透過性を示した．反対に，ERW　1およびERW

2を用いた場合，透過は抑制（同様にそれぞれ0．13倍およびO．13倍）された．

　弱電解質の皮膚透過では当然，イオン型（解離型）薬物より非イオン型（非解離型）

薬物の寄与が大きい．当研究室でインドメタシンを用いて行った皮膚透過実験の結果

では，透過係数で比較するとイオン型の寄与は全透過量の1／190くらいにすぎないこ

とが明らかになっている。そこで，次に非解離型水溶性薬物であるISMNをモデル透

過薬物として用いた．Fig．3cに種’々電解水溶液からヘアレスラット皮膚を介した

ISMNの累積透過量一時弊プロファイルを示す。　ISMNは精製水を溶媒と用いた時に

比較して，6時間累積透過量で比べると，ERW　1およびERW　2を用いた場合，それ

ぞれ57倍および12倍という高値を示した．なお，EOW　1を用いた場合，2．7倍の値

を示した．Table　5に定常状態におけるそれぞれの薬物の透過係数をまとめて示す．ま

た，それぞれの透過実験中のドナー溶液のpH変化をTable　6に示す．　Table　6から明

らかなように，実験開始前および終了後でドナー溶液のpH変化はほとんど認められ

なかった。
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Tab璽e　S Per鵬e饗瞬髄重y　c｛》ef醐。量e齪（c醗／s）of鵬。《豊e昼。◎mpoesmeds

Rp． LC BA ISMN

　PW

ERW　l

ERW　2

EOW　1

　4．34×10－6（1．o）

　2．11×lO－5　（4．g）

　1．24×10－5　（2．g）

3．26×10ww7　（O．075）

5．4・8×loww6　（1．o）

7．1　8　×　1　O－7　（o．1　3）

6．56×10M7　（O，12）

9．79×IO”6　（1．s）

1．22×loH7　（1．o）

5．4・9×lO－6　（4．s）

9．5　1　×　1　O－7　（7．s）

2．05　×10－7　（1．7）

N｝3mbers　in　parentheses　show　the　ratio　ofthe　permeability　coefficieRtto　purified　water．

T盆ft》豊e　6　　　pH　ckaRges◎ぼ重ke　diOPt◎r　s⑪盈騒蓬蓋◎簸嚢｝e恥re　axd我壷¢r　in　vitro§k毒手

　　　　のexper亙me齪

geertweatioge

LC BA ISMN
Rp．

Initial Final Initial Final Initial Final

　PW

ERW　1

ERW　’2

EOW　l

9．42

12．e3

11．89

4．IO

8．50

11．70

11．70

4A8

3．19

11．Q8

11．55

2．41

3．27

10．l1

11．34

2．43

6．22

12．35

i2．25

2．46

6．29

11．87

11．98

2．50

T醐e7　E餓｝ct　of　do麹。甲H：o簸撫e夢e懸eab蓋翫y　coef磯。孟e齪of　LC錨d亘SMN応仁9臨

exdsed　haし蓋r豆ess　r滋sk蓋顕

LC ISMN

Final　pH P　（cm／s） Final　pH P　（cm／s）

6．6

75

8．3

9．2

10．I

ll．1

11．7

12．1

3．48xlorm7

i．02×le－6

2．61×10ww6

3．81×10－6

4．64xlorm6

6．3　1　×　1　o－6

L43×10－5

1．71×lo－5

3．6

7．0

9．7

H　．2

12．0

2．05xlo－7

1．87×lopm7

2．41×10－7

8．62×10’7

1．26×lo－6

一24一



　定常状態での皮膚透過速度に対するイオン型および非解離型薬物の寄与をLCを用

いて調べた．すなわち，LCのイオン型および非解離型の透過係数Pi，　P、を見積るた

めに，種々pH緩衝：溶液（pH6．3・一12．1）からヘアレスラット皮膚を介して透過したLC

の累積量プロファイルを求めた．その結果をFig．4aに示す．図から明らかなように溶

媒pHの増加に伴い，　LCの皮膚透過量も増加した．なお，定常状態でのそれぞれの皮

膚透過係数をTable　7に示す．一方，種々pH緩衝溶液（pH3．5－12．1）からヘアレスラ

ット皮膚を介したISMNの累積透過量一時間プロファイルをFig．4bに，定常状態で

の皮膚透過係数をTable・7に示す．溶媒pHに依存して透過量および皮膚透過係数の増

加が認められた．特に，pH11以上で大きな上昇がみられた．

　次に，pHの関数としてLCの定常状態での皮膚透過係数を算出し，　eq．7によりLC

のイオン型および非解離型薬物透過係数Pi，　P、の寄与を見積もった（Fig．5a）．その

結果，PiとP、、はそれぞれ250×10－7および5．17×10｝6（cm／s）であった．つまり，Piの

寄与はP、の1／20であった．当研究室のインドメタシンに関する以前の報告18）では，

イオン型透過係数Piと非解離型透過係数P、は，それぞれ1．5　0×10一7および2．79×10－5

（cm／s）で，　Piの寄与はPuの1／190であった．インドメタシンの場合と比較すると

Piの寄与が大きいことが明らかとなった．

　また，Fig．5aよりERw　1からのし。の透過係数は，　ERw　1と同様のpHを示す緩衝

液からのそれよりも大きかった．さらに，Fig．5bよりERw　1を用いた場合のIsMN

の透過係数は，同様のpHを示す緩衝液を用いた場合に比べて，　LCの場合以上に著し

く大きいことがわかった．
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2．　　In・vitro皮膚インピーダンス測定

　皮膚バリアーに及ぼす電解水の影響をヘアレスラット皮膚角層および真皮側に電

解水を適用し皮膚インピーダンスを測定することにより評価した．Fig．6に皮膚・イン

ピーダンス測定結果を示す．電解水適用後，6hまで皮膚インピーダンスを測定した

が，適用後2時間までは皮膚の初期水和の影響によりインピーダンスが安定化しなか

ったので，2時間目のインピーダンスを100％として示した．生理食塩液およびERW　2

でわずかなインピーダンスの低下が認められ，また，ERW　1，EOW　lおよび0．01　M　HC1

では経時的に減少が認められた．一方，0．02・M・NaOHでは60％にまで著しい低下が観

察された．
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3．　　Zη痂ro皮膚タンパク質漏出試験

　Fig．7に電解水の皮膚傷害性の有無を調べるために，ヘアレスラット皮膚角層側に

電解水を適用し，電解水中に漏出してくるタンパク量を経時的に測定した結果を示す．

EOW　1およびこれと同pHを示す0．01　M　HCIは精製水と同様なタンパク漏出挙動を示

した。一方，ERW　1およびERW　2では精製水よりも高値を示したものの，同pHを示

す0．02MNaOHや皮膚刺激性評価のポジティブコントロールとして用いられている

lo／。　Triton　X一一10026）と比較すると有意に低いタンパク漏出量を示した．なお，1％Triton

X－100水溶液では顕著なタンパク漏出を示さなかったので，pH　12．0の緩衝液を溶媒に

用いた．
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4．　　MTT試験およびin・vityo皮膚リン脂質漏出試験

　肋痂roヘアレスラット皮膚MTT試験およびリン脂質漏出試験では，種々電解水の

皮膚刺激性は陰1生を示した（data　not　shown）．

第3節 考察

　種々電解水からのしCおよびBAの透過はpH分配仮説により説明可能であるよう

にみられた．つまり，コントロールである精製水に比べて，アルカリ性であるERW　1

およびERW　2からのしCの皮膚透過性は高く，酸性であるEOW　1からの皮膚透過性

は低かった．一方，EOW　1からのBAの皮膚透過性は高く，ERW　1およびERW　2

からの透過性は低かった．非解離性モデル薬物であるISMNは，本来，溶媒のpHの

違いによってその皮膚透過性は変わらないはずである．すなわち，pH分配仮説だけ

では説明がっかない結果となった．これにより，電解水が皮膚に何らかの作用を及ぼ

し透過促進効果を示している可能性が示唆された．

　そこでpHの影響を調べたところ，種々pH緩衝溶：液からのしCの皮膚透過はpH分

配仮説に従った．つまり，pHが高くなるに従い非解離型LCの割合が増し皮膚透過量

も増大した．一方，種々pH緩衝溶液からのISMNの皮膚透過も溶媒pHに依存して増

加した。特にpH11での上昇が大きかった．　pHll以上でeq．7を用いた理論曲線より

も大きな透過係数を示したことから皮膚傷害が引き起こされていると考えられた．加

えて，緩衝液自体には皮膚透過促進効果がないことが確認された．

　インピーダンスの変化はイオン性物質の皮膚透過性を反映し，また水溶性物質の皮

膚透過性にも関係していると考えられる27）。したがって，ERW　1およびEOW　1は皮

膚のhydrophilic　pathwayに影響を及ぼし，インピーダンスの低下をもたらしたと考え

られる．そのために，ERW　1からの水溶性物質であるISMNの透過1生が上昇したと考

えられるが，EOW　1からのISMNの皮膚透過性が上昇しなかった理由は不明である．

また，水溶性物質は毛嚢などの皮膚付属器官を通る割合が高いと考えられるので28），
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ERW　1は特に毛嚢経路の皮膚透過性が大きくなっていると思われた．

　タンパク漏出は皮膚表面の大部分を占める角層の構造破壊に関係していると考え

られ，アルカリ，特に0．02MNaOHは角層の可溶化や破壊を引き起こしていると考え

られた．また，物質のpKoが上昇するに従い，つまり，アルカリ性が増すにつれ皮膚

刺激性が増すという報告29）とも一致する．一方，ERW　1，　ERW　2およびEOW　1は

MTT試験陽性の界面活性剤や同pHを持つ0．02　M　NaOHなどに比べはるかに皮膚刺

激性が低いものと考えられた．

第4節 小括

　電解水には薬物の皮膚透過促進効果があることがわかった．そのメカニズムはpH

分配仮説に従う透過に加え，皮膚インピーダンスの低下によるものであると考えられ

た．なお，電解水のインピーダンス低下およびタンパク漏出作用は0．02MNaOHより

も軽微であったが，透過促進作用は大きくなることがわかった．このように電解水は

高い透過促進能をもつばかりか，皮膚に対する安全性も高いことが確認された．以上，

電解水は薬物や化粧品有効成分の皮膚透過を促進または抑制できることから，放出促

進・制御能を有するユニークな新規基剤として医療や香粧品分野で応用可能であるこ

とが示唆された．
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第3章 電解水の乳化作用

　水は必ずと言って良いほど化粧品中に含まれており，必須成分の1つといってよい．

また，最近では海洋深層水や温泉水など機能性を持つ水が化粧品基剤として用いられ

ることもある．さらに，外用剤や化粧品の代表的剤形の1つである乳剤（エマルショ

ン）には物理安定性保持のために，通常界面活性剤が配合されている．しかし，界面

活性剤には生体膜を溶解したり，タンパク変性を起こすことがあるため，皮膚刺激性

や細胞毒性30β1）など安全面への配慮が必要である．特に顔面への使用やアトピー性皮

膚炎患者に対する使用では，化粧品および化粧品中の成分に起因する皮膚刺激による

患者のQOL低下が問題となることがある．

　近年，実用化されているエマルションには高い保存安定性，液の澄明性，低粘度な

ど多くの優れた性質を持つものが多くなっているが，用いる界面活性剤の種類によっ

ては皮膚刺激性に注意が必要なものもある．また，高温保存時などでは有効成分によ

っては乳化系が壊れて分離・分解してしまうことがあるため，界面活性剤の種類や濃

度の選択が難しくなるなどの欠点がある．

　我々は予備実験により，ある種の強アルカリ性（還元性）電解水が低い表面張力を

示すことや，けん化作用を有することなどを既に見いだしており，このような電解水

が乳化剤の水相として利用可能であると考えた．そこで，初めに，幅広い化粧品や医

療への応用を考え，化粧品や医療用外用剤として汎用されている0／W型エマルショ

ンを電解水を用いて作成することとした．また，作成した界面活性剤フリーエマルシ

ョンの乳化安定性について評価を行った．さらに，乳剤基剤としての応用を検討する

ため，モデル皮膚浸透・透過物質としてリドカイン塩基およびリドカイン塩酸塩を用

いて，これら作成したエマルションの皮膚透過制御作用について評価を行った．
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第1節 実験方法

1．　　実験材料

　瞬間ゲルイオン水GE－100は（株）エーアイシステムプロダクトから供与された．

オリーブ油は関東化学（株）（東京）から購入した．Polyoxyethylene　sorbitanmonolaurate

（Tween　20）はICN　Biochemicals，　Inc．（Aurora，　OH，　U．S．A．）から，　sorbitan　monostearate

（Span　60）は東京化成販売（株）から購入した．リドカイン塩酸塩（LC　HCI）は

Sigma－Aldrich　Co．から購入した．

2．　　実験動物

　第2章第1節実験方法2．実験動物に準じた．

3．　　表面張力および界面張力測定法

　種々電解水を用い，それぞれの電解水単独の表面張力，オリーブオイルを飽和させ

た電解水の表面張力および電解水とオリーブ油の界面張力を測定した．なお，表面張

力は第1章第2節7．表面張力測定方法に従い測定した．種々電解水とオリーブ油を1：

2の割合で混合し，マグネティックスターラーで24h擁搾することによりオリーブ油

を飽和させた電解水を調製した．

　界面張力の測定は接触角計（DM　500，協和界面科学（株））を用いて行った．界面

張力測定では，表面張力測定と同様にオリーブオイルを予め飽和させた電解水を試験

液とし，試験液約1mLを測定用注射筒にとり，懸滴法（ペンダントドロップ法）で

室温下のオリーブオイルとの界面張力を測定した．なお，逆針を用いた反転測定を行

い，画像処理によりYoung－Laplace式をフィッティングさせて解析した．

4．　　界面活性剤フリーエマルショ≧の調製法

　Table　8に示した処方により各エマルションを作成した32）．安定な0／W型エマルシ
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ヨンを作成するために適したHLB値は8～15と言われているので，本研究では一般

的な界面活性剤としてTween　20（HLB　・16．7）とSpan　60（HLB＝4．0）を選択し，　HLB

＝10になるようこれら界面活性剤を混合して界面活性剤入りサンプルとした（Rp．2）。

連続相（水相）と分散相（油相）をそれぞれ90：10または55：45の比率で合計20mし

となるように混合し，ホモジナイザー（Polytron　PT－MR　3100，　Kinematica　AG，　Lucerne，

Swi£zerland）を用いて13，000　rpm，5min，氷冷下で乳化を行い，0／W型エマルション

を得た．

Thb亙e　8　Recψe　of　e膿駿睡。晒μep蹴三蓋◎鵬

Rp． ContiRuous　phase Dispersed　phase

　　PW　（cont．）

TweeR　20　in　PW　（cont．）

　　　ERW　1

　　　ERW　2

　　　GE－IOO

O．02　M　NaOH　（cont．）

　　　EOW　l

　O．Ol　M　HCI　（cont．）

　　Olive　oil

Span　60　in　olive　oil

　　Olive　oil

　　Olive　oil

　　Olive　oil

　　Olive　oil

　　Olive　oil

　　Olive　oi1

5．　　界面活性剤フリーエマルションのpH測定法

　調製したエマルションのpHは第1章第2節実験方法2．　pH測定法に準じて測定し

た．

6．　　界面活性剤フリーエマルションの顕微鏡下観察法

　調製直後のエマルション約5μLをスライドガラスに広げて顕微鏡（CKX41，オリ

ンパス（株），東京）で粒子径を観察した．なお，カバーガラスで試料を覆うと，粒

子を潰してしまう恐れがあるため今回は使用しなかった．
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7．　　分離度試験法による界面活性剤フリーエマルションの安定性評価法

　調製直後のエマルションを比色管に移し，室温静置下で経時的（0，0．5，1，2，3，4，24，

48，72h）に離水層の厚さを比色管の目盛りにより目視で読み取り，エマルションから

分離される離水層比を測定した8）．

8．　　タービスキャンによる界面活性剤フリーエマルションの安定性評価法

　溶液安定性評価装置（Turbiscan　MA2000，英弘精機（株），東京）により安定性を

評価した33・34）．タービスキャンの測定条件をTable　9に示す．なお，測定は調製直後

のエマルションを専用のサンプル管に移し，調製後30minまで行った．本方法では

分散したサンプルに光をあて，透過光と後方散乱光（反射光）を測定するもので，光

源および検出器がサンプル管にそって上下動することで光の強度を40μmのピッチ

でスキャン測定し，高さ方向で強度分布を得ることができる．この測定を任意の時間

インターバルを繰り返すことでサンプル内の粒子移動（クリーミングや沈降）や粒径

変化（凝集や合一）を光の強度分布変化として測定した．

T醐e9　Meas蟹reme虚condit豊。齢f　T眠翻sc踊瓢A2000

　　Measuring　method

　　　Light　source

　　　Wavelength

　　　Sample　cell　size

　　　Diameter　range

Maximuim　pardcle　concentration

　Light　multiple　scattering　method

（transmitted　light，　backscattered　light）

　　　　Pulsed　LED

　　　　　850　nm

　　　　　16　ip　mm

　　　　O．05－IOOO　pm

　n一一60　v／vO／o　（e－95　e／g　at　emulsion）
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9．　　加v加。薬物皮膚透過実験法

　連続相と分散相比を55：45とし，脂溶性であるリドカインは分散相中に，水溶性で

あるリドカイン塩酸塩は連続相中に溶解し，それぞれエマルション含量中に1．oo／，とな

るようにして，薬物封入エマルションを前述の方法で調製した．得られたエマルショ

ンを用いて第2章第1節実験方法3．in・vitTO皮膚透過実験法に準じて透過試験を行った

35・36）．薬物の定量は第2章第1節実験方法4．薬物の定量法と同様に行った．

第2節 結果

1．　　基本的物性

　電解水の表面張力および電解水とオリーブ油との界面張力をTable　IOに示す．試験

液単独では，ERW　2およびGE－100で特に低い表面張力を示した．また，オリーブ油

で飽和させた試験液では，どれもほぼ50mN／m以下の低い値を示した．

　一方，EOW　1および0．01　M　HCIでは，精製水と同様の界面張力を示した．0．02　M

NaOHでは精製水よりも低値を示した．なお，　ERW　1，　ERW　2およびGE－100では界面

張力は測定できなかった．

T盆b丑e丑⑪　Sewface　te謡。聡躍d蓋齪er訟。翻重e瀬。澱◎f　e盈ec軸藍yzed　w贈r

Surface　tensioR　（mN／m）

Alone Saturated　with　olive　oil

IRterfacial　tension

　　（mN／m）

　　狩W

　ERW　l

　ERW　2

　GE－lOO

O．02　M　NaOH

　EOW　l

O．Ol　M　HCI

69．17

68．60

35．47

38．70

68．83

56．40

6537

47．24

38．03

36．99

32．51

38．03

42．85

49．06

’326

m
N
N
2
．
2
8
2
8
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　連続相と分散相を90：10および55：45で混合し，作成した各処方のエマルションに

ついてpHを測定した結果をTable　11に示す．いずれの処方のpHも混合割合による違

いは見られなかった．

T認b置eU　pHoぼe㎜麗盈§且。瞳聖rep躍譲io鵬

MixiRg　ratio“

Rp
90　：　10 55　：　45

5．41

6．86

12．44

1252

12．27

12．91

2．39

2．53

5．90

7．21

12．61

12．54

12．61

12．90

2．62

2．1　5

“：　coRtinv　ous　phase　：　dispersive　phase
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2．　　界面活性剤フリーエマルションの顕微鏡下観察

　顕微鏡観察の結果から，混合割合90：10のエマルション（Fig．8）と比較して55：45

のエマルション（Fig．9）では，より微細で均一な粒子を得られるようになった．また，

粒子密度も高かった。混合割合9G：10では，エマルションの分散相粒子を全く観察出

来なかった（Rps．3，4，7，8　in　Fig。8）が，混合割合を55：45にすることで分散相粒子を

観察できるようになった（Rps．3，4，7，8in　Fig．9）．

3．　　分離度試験法による界面活性剤フリーエマルションの安定性評価

　分離度試験では，分離下層を観察するので，混合割合90：10のエマルション（Fig．10）

と比較して55：45のエマルション（Fig．11）は，処方問の安定性の差異が明確になっ

た．はじめに，連続相と分散相の混合割合90：10のエマルションでは，いずれの処方

においても1h以降で大きな変化は見られなかった．チキソトロピー性を有する

GE－100を含むRp．5のみ，分離下層は観察されず，極めて安定であった（alkaline　Rp．　in

Fig．　IO）．

　一方，混合割合55：45のエマルションでは，コントロールRp．1と界面活性剤入り

コントロールRp．2の差が明確であり（control　Rp．　i慧Fig．11），その他の処方は，その

問の値を示した．Fig．11のアルカリ性処方は，　ERW　2を含むRp．4のみで穏やかな分

離が見られたが，他は全く分離しなかった．Fig．11の酸性処方は，アルカリ処方と比

較すると大きな分離がみられたが，0．01MHC1を含むRp．8よりも強酸性電解水を含

むRp．7でわずかに分離が小さくなる傾向を示した．
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十t．
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擁∵気や勾当・．ザL．“　．と＝ヨ己．

，≠．1．』も．や6’．；

Fig．8　Photomicrog，rag．　hs　of　emulsiQ．　ns　prepared　at　mixing．　ratio＝90：10

Bars．　indicate　100　pm．
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Fig．　10

10

Control　recipe

　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　100
　　　　　　ノヘ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノへ

　　　　　　δ80　　　　　　　　δ80

　　　　　　E　60　　　　　　　　　　盛　60

　　　　　　　秘　40　　　　　　　　　　　脇　40
　　　　　　　儒　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　斜

　　　　　　●i詫　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’ミ　　20

　　　　　　　A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A
　　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　O

　　　　　　　　　　　　　O1234　 0　244872　　　　　　　　　　　　　　　　　T適me（miの　　　　　　　　　　　　Time（min）

Alka藍ine　recipe

　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　100
　　　　　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノへ

　　　　　　δ80　　　　　　　　』δ　80
　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む
　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

　　　　　　E　60　　　　　　　　　　2　60
　　　　　　　ユ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ

　　　　　　　跳　40　　　　　　　　　　　＆　40
　　　　　　　婦　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　儒
　　　　　　　だ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ま
　　　　　　●1…　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．ll　　20

　　　　　　畠　　　　　　　　　　　　　　　　　　魚
　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

　　　　　　　　　　　　01234　 0　244872　　　　　　　　　　　　　　　　　T蓋me（miの　　　　　　　Time（mi簸）

Acidic　recipe

　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　100
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノへ

　　　　　　　§80　　　　　　　　δ80

　　　　　　　2　60　　　　　　　　　　黛　60

　　　　　　　＆40　　　　　　　　　　　　跳　40

　　　　　　　●歪　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●歪　　　20

　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Q
　　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

　　　　　　　　　　　　O　　　　1　　　2　　　3　　　4　　　　　　　　0　　　　24　　　　48　　　　72

　　　　　　　　　　　　　　　　　Time（min）　　　　　　　　　　　Time（mi盤）

　　Relationships　betWeen　height　ef　drainage　phase　and　time　at　mixing　ratio＝90：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　△：Rp．2，　alkaline　Rp．△：Rp．3，◇：Rp．4，口：Rp．5，0：Rp．6，Symbols：　centrel　Rp．　o：　Rp．　1，

acidic　Rp．　A：　Rp．　7，　o：　Rp．8

Each　peint　represents　the　mean　±　S．　E．　of　3　experiments．
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Fig．　11

45

Co賊ml　recipe

　　　　　（100　　　　　　　　　　　　　　　　　100

　　　　　δ80　　　　　　　　§
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80　　　　　　む　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

　　　　　畳60　　　　　塁6・
　　　　　　聾40　　　　　　　＆40

　　　　　　頭　20　　　　　　　　　　　　　●欝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20

　　　　　畠　　　　　　　　　　　さ
　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

　　　　　　　　　　　0　　　　1　　　　2　　　　3　　　　4　　　　　　　　0　　　　　24　　　　48　　　　72

　　　　　　　　　　　　　　　　Time（min）　　　　　　　　　　　　Time（miの

A亙k紐line　re璽ipe

　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　100

　　　　　　δ80　　　　　　　　δ80
　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

　　　　　　2　60　　　　　　　　　　黛　60
　　　　　　ユ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ

　　　　　　＆　40　　　　　　　　　　　　＆　40
　　　　　　邸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　帽
　　　　　　ぱ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゑ

　　　　　　．雲20　　　　　　’蒙20
　　　　　　鎖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　禽
　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

　　　　　　　　　　　　01234　 0　244872　　　　　　　　　　　　　　　　Time（mi勲）　　　　　　　Time（min）

Acidic　recipe

　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　豆00
　　　　　ノヘ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノへ

　　　　　δ80　　　　　　　　δ80
　　　　　　ゆ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

　　　　　』　60　　　　　　　　　　　黛　60
　　　　　　ユ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ

　　　　　　跳　40　　　　　　　　　　　　鮎　40
　　　　　　尉　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　留
　　　　　　ほ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　●ミ　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’襲　　20

　　　　　食　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　⇔
　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

　　　　　　　　　　　0　　　　1　　　　2　　　　3　　　　4　　　　　　　　0　　　　　24　　　　48　　　　72

　　　　　　　　　　　　　　　　Time（min）　　　　　　　Time（mi盤）

　Relationships　betWeen　height　ef　draimage　phase　and　time　at　mixing　ratio＝55：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　△：Rp．2，　a登ka書影e　Rp．△：Rp．3g◇：Rp．4，口：Rp．5，0：Rp．6，Symbois：　centrol　Rp．　o：　Rp．　1，

acidic　Rp．　A：　Rp．　7，　o：　Rp．　8

Each　peint　represents　the　mean　±　S．　E．　of　3　experiments．
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4．　　タービスキャン（溶液安定性評価装置）による安定性評価

　タービスキャンの測定結果をFig．12に示す．グラフの横軸はサンプル管の位置を示

している．すなわち，左側がサンプノ噌の下部，右側が上部を示す．50㎜の赫は

サンプル管下部から50mmの位置にあることを意味する．縦軸は，上方のグラフでは

透過光強度，下方のグラフでは後方散乱光強度を示している（負の値として記述）．ま

た，線の色はエマルション調製直後からの時間経過を示している（Fig．12のそれぞれ

の時間を示す色を参照）．酸性処方（Rps．7，8in　Fig．12）とアルカリ性処方（Rps．3－6　in

Fig．12）では，エマルションの分離挙動が著しく異なった．すなわち，　Rps．7，8では

サンプル管下部で透過光強度に変化が認められ，さらに，初期の段階から後方散乱光

強度にも変化が認められた．一方，Rps．3－6では透過光強度に変化は認められないが，

Rps．3，4，6でサンプル管上部と下部で後方散乱光強度に経時変化が認められた．さら

に，Rp．5ではわずかに後方散乱光強度の低下が観察された．

　次に，タービスキャンを用いたエマルション安定性の測定結果を用いて，沈降の速

度論的解析を行った．得られた結果をFig．13に示す．アルカリ性処方のRp　3，4，6で

は，沈降分離の開始時間はほぼ同時であるが，最終的にRp．6と比較してRp．4は安定

で，Rp．3はさらに安定であった　（Fig．13a）．一方，酸性処方では，　Rp．7と比較して

Rp．6は分離が速い段階で始まっているが，最終的にはわずかに安定であった（Fig．

13b）．
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Fig，12　Time　course　of　emulsion　stability　by　Turbiscan　MA2000

0，　2，　4，　6，　8，　10，　12，　14，　16，　18，　20，　22，　24，　26，　2g，　30　（min）
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5．　　加競m皮膚透過実験：

　Fig．14にリドカイン塩基とリドカイン塩酸塩適用後のリドカインのln・vltro皮膚透過

実験の結果を示す．脂溶性物質であるリドカイン塩基と水溶性物質であるリドカイン

塩酸塩の皮膚透過性を比較すると，リドカイン塩基の方が全体的に5倍程度高い皮膚

透過を示した．また，Rp．1とRp．2を比較するとりドカイン塩基ではRp．1の方が高

い皮膚透過を示した（Fig．14a）が，リドカイン塩酸塩ではRp．2の方が高い皮膚透過

を示した（Fig．14b）．アルカリ性処方と酸性処方を比較すると，両モデル物質ともに

アルカリ性処方で高い皮膚透過性を示す傾向にあったが，両モデル物質問で累積皮膚

透過量のランクオーダーは一致しなかった（Fig．14c－f）．また，リドカイン塩基では

0．02MNaOHを用いたRp．6で高い皮膚透過性を示した（Fig．14c）．
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第3節 考察

　電解水の表面張力を測定したところ，第1章でも示したが，試験液単独ではERW　2

で特に低い表面張力が認められたが，この原因はわかっていない．GE・・100で低値を示

したのは高い粘度の影響を受けたためであると考えられた．また，表面張力低下にア

ルカリによる油脂のけん化が関与するのであれば，アルカリ性溶液のみでオリーブ油

を飽和させた場合に，表面張力低下が観察されると予想される．しかし，本研究では

アルカリ性溶液のみならず，全ての試験液で低下が認められたことから，これはアル

カリによる油脂のけん化ではなく，オリーブ油の表面張力（35．8mN／m，200C）の影響i

であると考えられる．

　界面張力を測定したところ，EOW　lおよび0．01　MHCIでは精製水と同様の値を示し

た．また，0．02MNaOHでは精製水よりも低い値を示した．これはNaOHのけん化作

用に起因しているのかもしれない．また，ERW　I，　ERW　2およびGE－100で測定でき

なかったのは，それぞれのけん化作用により水相が濁ってしまったため，測定原理的

にデータを得ることができなかったと考えられる．なお，正方向測定の場合では全て

のサンプルでオリーブ油の濁りにより測定不可能であった．また，今回測定できなか

った3サンプルはwilhelmy法でも界面が不鮮明となることから測定は困難であると思

われた。

　連続相と分散相の混合割合が90：10の処方と比較して，55：45の処方は評価を行い

やすく，より安定かつ粒子径の小さなエマルションを得やすいことがわかった．詳細

は示さないが，混合割合が25：75の処方，つまりW／0型エマルションの作成も可能

であることがわかった．さらに，25：75の処方は55：45の処方よりも安定であった．

　タービスキャンによる安定性評価により酸性処方では後方散乱光強度が初期段階で

全体的に下方ヘシフト，後半では横軸に対してランダムに増加していることから凝集

が起きたと考えられる．一方，アルカリ性処方では，サンプル管上部と下部で後方散

乱光強度が変化していることから凝集・沈降が起きたことが分かる．さらに，Rp．4で
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は，サンプル管上部から底部へ向かって後方散乱光が低下，増加，低下と3段階に変

化していることから，新たな層の形成が示唆された．GE－leoを用いたRp．5は，後方

散乱光強度がわずかに下方にシフトしただけであることから，他のアルカリ性処方と

比較して安定であった．つまり，粒子径の増大は観察されたものの，チキソトロピー

性を有するGE－IOOの高い粘度のために分離は全く観察されなかった．安定なエマル

ションを形成するGE・一玉OOは化粧品や医薬品の基剤として極めて興味深い．エマルシ

ョンの安定性に関しては，分散相の粒子径のほか連続相の粘度も重要な因子と考えら

れる．Rp．5はチキソトロピー性を持つことから，今後，粘度についても検討が必要で

あると思われる．

　次に，脂溶性物質であるリドカイン塩基と水溶性物質であるリドカイン塩酸塩のin

vltro皮膚透過性を比較した．その結果，リドカイン塩基を皮膚に適用した時の方が高

い皮膚透過性を示したが，これは脂溶性が高い塩基の方が皮膚に分配しやすく，結果

として高い皮膚透過性を示すためである．また，リドカイン塩基を含有したエマルシ

ョン問（Rp．1と2）を比較すると，Rp．1の方が高い透過を示した（Fig．14a）．これは，

Rp．1のエマルションの安定性が低いため，リドカイン塩基が分散相から連続相中へ移

動し，連続相中濃度が増加することに起因していると思われる．一方，リドカイン塩

酸塩を含有したエマルション間（Rp．1と2）で比較すると，　Rp．2の方が高い透過性を

示した（Fig。14b）．これは，安定な分散相中にリドカイン塩酸塩が移動しにくいため，

連続相中のリドカイン塩酸塩濃度が増加したことに起因していると思われる．また，

リドカイン塩酸塩を含有したエマルション問では，Rp．4が最も高いリドカイン透過性

を示したことも同工の理由が考えられるが，Rp．3，5で低い透過性を示した理由は不明

である．

　さらに，アルカリ性処方と酸性処方のリドカインの皮膚透過性を比較すると，両モ

デル物質ともにアルカリ性処方で透過が高い傾向にあったが，これは，pH分配仮説に

より説明することができる．さらに，溶液を用いた場合ll）に比べて，エマルションを

用いた場合には，リドカインの透過は低下した．これによりエマルションの安定性の
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関与や油相申の分子型リドカインの寄与が示唆された．すなわち，Fig．15に示すよう

に，エマルションを用いた場合，水相中の分子型リドカインの一部が油相中に移動し，

結果として水相中の分子型リドカイン濃度が低下して，リドカインの皮膚透過も低下

したと考えられる．また，o．02　M・NaoHを用いたRp．6（Fig．14c）で最も高いリドカ

イン透過が観察されたが，この原因としては皮膚傷害性の関与が考えられた．また，

水溶液を用いた場合よりもエマルションを用いた場合の方が，高い透過性が得られる

という報告37・38）もあることから，今後，連続相と分散相の比率を変更しW／0型エマル

ションを用いて皮膚透過実験を行うことにより，放出制御メカニズムがより詳細に明

らかとなるであろう．これら電解水を用いたエマルションにより皮膚透過性が制御さ

れることが明らかとなったが，今後は，エマルションを用いた皮膚刺激1生についても

詳細に検討する必要があると思われる．
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第4節 小括

　本研究で用いた電解水，特に，各種アルカリ性電解水には強い界面活性作用を有す

ることが明らかとなり，電解水を用いて界面活性剤フリーエマルションを作成するこ

とが可能であった．これら電解水を用いることで，エマルション作成時に添加する界

面活性剤を低減できる可能性が示唆された。また，電解水を用いてエマルション化し

た場合，水溶性薬物のみならず脂溶性薬物の放出制御に有用であることが示唆され，

医薬品や化粧品基剤として有効成分の放出制御に有望であろう．
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第4章 電解水の抗酸化作用

　生体のレドックス反応（酸化還元反応）は恒常性維持や酸化ストレス防御に対して

重要な役割を担っている．すなわち，活性酸素種（reactive　oxygen　species，　ROS）やブ

リーラジカルは，生体内で好中球やマクロファージなどの免疫系細胞により産生され，

ウイルスやガン細胞などの殺菌に利用されている．一方，生体内の器官の中で皮膚や

肺は，紫外線や電離放射線または好気的環境により常にROSやフリーラジカルに曝

されている．つまり，ROSは生体防御，遺伝子発現やシグナル伝達機能に関与するが，

過度の代謝負荷や紫外線などにより消去しきれないROSが発生すると，脂質過酸化

や遺伝子変異などの悪影響をもたらす．さらに，心筋梗塞慢性肝炎，光アレルギー

反応や炎症性皮膚疾患などの様々な疾患にも酸化ストレスに起因するタンパク質や

脂質障害の関与が広く知られている．

　ERWはこのような状態や疾患に関係する抗酸化作用39・　40）や抗高血糖作用41）などを

持つことが報告されている．また，Shirahataらは活性原子水素説による活性酸素の消

去能やDINA酸化損傷防止効果を報告している42・43），しかし，　Hiraokaらは，抗酸化活

性は水素分子および，または，還元型バナジウムによってもたらされると報告44）して

いる．また，ERW自身には抗酸化作用はないがアスコルビン酸のようなプロトンド

ナーの抗酸化作用を増強するという報告45・46）や，ERWはアスコルビン酸の酸化を抑

制することにより間接的に抗酸化作用を示すという報告47）もある．しかし，電解水の

抗酸化作用については，さらに詳細に検討を行う必要があると思われる。そこで，電

子スピン共鳴分光法（e玉ectron　spin　resonance　spectroscopy，　ESR）を用いて活性酸素・

フリーラジカル消去活性を測定することにより，種々電解水の抗酸化作用を評価する

こととした．そこでまず，活性酸素のうちスーパーオキシドアニオンを，また，抗酸

化剤のフリーラジカルスカベンジャー活性または抗酸化活性を検出するためのスク

リーニングツールとして使用されているDPPHフリーラジカルを選択した．
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第1節 実験方法

1．　　実験材料

　Diethylenetriamine一一N，N，N’，N”，N”一pentaacetic　acid　（DTPA），　1，1－diphenyl－2－picrylhydrazyl

free・radical（DPPH），　L（＋）一ascorbic　acid（AsA）は和光純薬工業（株）から，　hypoxanthine

（HPX）は関東化学（株）から，5，5・・dimethyl－1－pyrroline・一N・一〇xide（DMPO）はラボテ

ック（株）（東京）から，xanthine　oxidase（XOD）はSigma－Aldrich　Co．から，それぞれ

購i入した．

2．　　スーパーオキシドアニオン消去能測定法

　一般的に活性酸素種はその寿命の短さからESRにおいても直接的に観察すること

は困難である．そこで，活性酸素種を安定なラジカルに変換後に測定するスピントラ

ップ法48・49）が確立されている。今回，活性酸素のスピントラップ剤としてDMPOを

用いた．DMPOはトラップした活性酸素種により異なったシグナルパターンと超微細

結合定数を示すことから得られる情報が多くなる．

　ヒポキサンチンーキサンチンオキシダーゼ系により酸素を一電子還元反応させス

ーパーオキシドアニオンを発牛させ・次に・これをDMPOにトラップさせDMPO一一〇〇H

アダクトとして検出し（Fig．16），スーパーオキシドアニオン消去能（superoxide

scavenging　activity：SOSA）を求めた50・　51）．

　　　　　　　　　om　O　　　　　　　　　し　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i。

　　　　　　　　：醗9・fl　6　S幽虚r叩が銀。重蓋。賄㈱HPX－XO亘）sys重e鵬
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　測定サンプルは2mM　HPXを含む0．1　Mリン酸緩衝液（pH7．4，　PB）50μL，10　mM

DTPAを含む0．1MPB　20μL，試験液50μL，50％DMPO　50匹および0．25　U／mL　XOD　30

μLをこの順で10mL試験管に加えて全量200叫として，すばやく撹搾後，測定用扁平

セルに移し測定した．なお，XODを加えてから1分後のESRスペクトルを測定した．

また，電解水サンプルは反応系の至適pHを考慮し予めpH7．4に中和してから測定に用

いた。ESRスペクトルはJEOL　X－band　spectrometer（JES－FE3XG，日本電子（株），東京）

を用いて記録した．なお，測定時に外部標準としてMn2牽をドープしたMnOを装着した．

Mn2’のシグナル高さ（㈲とDMPO－OOHの第1シグナル高さ（hi）の比（h1／h2）を相

対シグナル強度（1）とし，なお，コントロールのシグナル強度をloとした．詳細な測

定条件をTable　12に示す．

Thb豊e　12　Me謎s蟹e鵬e就co繭伽臨◎ぼs脚繍p離d　d髭獣重met艶od　by　ESR

02“一 DPPH

　Filed

Sweep　time

Mod“lation

Amplitude

Response

Output　power

IOO　kii｛z　2　G

3353　±　100　G

　2　min

1．25×1000

0．1　sec

　8　mW

lOO　ki｛｛z　1　G

3．　　DPPHフリーラジカル消去能測定法

　一般的にラジカルは短寿命かつ不安定であるのに対して，DPPHは常温で安定なラ

ジカルで試薬として入手可能である。なお，DPPHは抗酸化剤から水素原子を引抜き

みずから消滅する（Fig．17）．そこで，　DPPHをEsRにより直接検出し，　DPPH消去能

（DPPH　radical－scavenging　activity：DRSA）を評価した52）．
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嚢）PPH簸。ee　rad曼。額

　　　02N

】Fig．　r7　　DPPH　free　rad孟cai　reac重蓋。簸

　30μM　DPPH　EtOH溶液100　pしと予めpH7．4に中和した種々電解水100　pLを10　mLダ

ーラム試験管に加えて，すばやく三拝し，これを測定用扁平セルに移しESRスペクト

ルを測定した．また，電解水サンプルは予めpH7．4に中和してから測定に用いた．な

お，Mn2率のシグナル高さ（k2）とDPPHのシグナル高さ（hi）を測定し，この比（hi／h2）

を相対シグナル強度（1）とした．詳細な測定条件をTable　12に示す．

4．　　SOD　i換算（相当）活性値の算出法

　SODを標準物質として検量線を作成し，種々電解水の抗酸化能を相対的に評価した

50）．すなわち，2．項同様に，ヒポキサンチンーキサンチンオキシダーゼ系によりスー

パーオキシドアニオンを発生させ，一定濃度のDMPOと種々濃度のSODを競争反応さ

せる．その結果，DMPO－00Hのシグナル強度とSOD活性値の関係を得ることができ

る．この関係式より電解水のSOSA値をSOD換算活性値として求めた．

5．　　アスコルビン酸換算（相当）活性値の算出法

　SOSA値同様に，アスコルビン酸（AsA）を標準物質に用いてDRSA値をAsA活性

値として相対的に評価した53）．

6．　　データ解析

　データ数n…　3－4とし，図および表には平均値±標準誤差を示した．また，必要に
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応じて一元配置分散分析（One－factor　ANOVA）およびTukey・・1〈ramer法により統計学

的解析を行った．相関関係に関してはピアソンの相関係数の検定を行った．なお，有

意水準α瓢0．01または0．05とした．

第2節 結果

1．　　スーパーオキシドアニオンおよびDPPH消去能測定

　電解水はそれぞれ異なったpHおよびORPを有するので，反応系の至適pHを考慮

して，予めpH7．4に中和してから測定に用いた．その結果をFig．18に示す．つまり，

すべてのサンプルは同pHを有し，　ORPのみ異なる条件で測定されたことになる．な

お，Fig．18aはスーパーオキシドアニオン測定時，・Fig．18bはDPPH測定時の電解水の

pHおよびORPの関係を，それぞれ示しているeまた，曲線は0．01　M　HC1および0．02

MNaOHを用いて滴定を行って得られたpHとORPの値の近似曲線を示している．中

和によりEOW　1のORPは，この曲線に向かい低下し，反対にERW　1，　ERW　2および

ERW　5のORPは上昇した。

　Fig．19aにスーパーオキシドアニオンの，　Fig．19cにはDPPHの典型的なEsRチャ

ートを示す．なお，Fig．19aおよびFig．19cはリン酸緩衝液中でのそれぞれのラジカ

ルの様子を示している．また，Fig．19bはEow　1を用いた時のスーパーオキシドアニ

オンチャートを示している．Fi9．19bではヒドロキシラジカルと思われるピークが観

察された（図中の丸印参照）．

　Fig．20に種々電解水のsosA（a）およびDRsA（b）測定結果を示す．　ERw　5はコ

ントロールであるpH7．4リン酸緩衝液（PB）に比べて有意にスーパーオキシドアニオ

ン（02つおよびDPPHラジカルを消去することがわかった．また，有意差はないも

のの，ERW　1およびERW　2にも02．を消去する傾向が認められた．また，　EOW　1で

三値を示した．
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Fig．　19

　　　　　　　　　　一ムー

　　　　　　　　　DPPH

Typica］　ESR　chart　ef　02’一　（a，　b）　and　DPPH　（c）
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2．　　SOD換算活性値およびアスコルビン酸換算活性値の算出

　Fig．21aおよびFig．21bに，それぞれDMPO－OOHのシグナル強度とSOD濃度の関

係およびDPPHラジカルのシグナル強度とAsA濃度の関係を示す．なお，　Fig．21cお

よびFig．21dは，それぞれFig．21a，　bを直線化プロットしたものである．すなわち，

SOD濃度“0”のブランクシグナル強度（le）と各濃度の相対シグナル強度（1）から，

シグナル減少率（Io／1－1）を求め，原点を通る一次回帰式を得た．得られた一次式から

種々電解水のSOSAおよびDRSA値として，　SODまたはAsA活性値を算出した．そ

の結果，SOD換算活性値では，　PBの0．03±0．07（unit／mL）に比べて，　ERW　1および

ERW　5は，それぞれ0．82±0．20＊および1．29±0．25＊＊（unit／mL）と有意に高値を示し

た．また，AsA換算活性値では，　PBの0．22±0．09（μg／mL）に比べて，　ERW　5は0．98

±0．20＊＊（μ9／mL）と有意に高い値を示した（＊P＜0．05，＊＊P＜0．01）．

　Fig．22に相対シグナル強度と種々電解水の中和直後のORPの関係を示す．図から

明らかなように，oiおよびDPPHラジカル消去能とORPに有意な相関性が認められ

た．
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第3節 考察

　ERW　5はコントロールであるPBに比べて有意に02“一およびDPPHラジカルを消去

することがわかった．また，有意差はないもののERW　1およびERW　2にも02●讐を消

去する傾向が認められた．しかし，ERW　2にはDRSAは認められなかった．すなわ

ち，種々電解水の抗酸化能はラジカル種により異なることが明らかとなった．

　なお，詳細な結果は示さないが，中和により電解水中に含まれるNa＋およびCrの

抗酸化能に及ぼす影響を調べるために，電解水よりも高濃度にNa’およびCrを含む

生理食塩液を用いて評価した．その結果，これらのサンプルはPBと同様のシグナル

強度を示し，抗酸化能が無いことを確認している．

　また，EOW　1は低いSOSA値を示したものの，ヒドロキシラジカル（OH・）の生成

の関与が示唆され，02．消去能は無いと考えられた．HPX－XOD系では，反応を開始す

ると，まず02●一一が発生し，5min後からOH・が発生することが報告されている50）．そ

のため，反応開始lmin後から2min間測定を行った．つまり，通常OH・は観察され

ないはずであるが，Eow　1を用いた場合，　Fig．19bに示すようにoH・と思われるピー

クが認められた．この結果より，EOW　1はOH・の生成を促進している可能性が考え

られた．そのため，02“一発生量が減少し見かけ上SOSA値が低下したと思われた．

　一般的に物質の抗酸化能を評価する際に，適当な標準物質がある場合，その物質を

用いて相対的に評価を行う．oiではSODを，　DPPHではビタミンEの誘導体である

Trolox54）やAsA53）を標準物質に用いることが多い．また，適当な標準物質が無い場合

には，一定量発生させたラジカルを50％消去する試料濃度（ID50）を，シグナル強度

の用量依存曲線から算出し抗酸化能の指標として用いる55）．なお，IDsoから試料とラ

ジカルの反応速度定数も算出可能である．本研究では，学内の電解水濃度を変化させ

ることは困難であるため，相対的に種々電解水の抗酸化を評価した．

　02．およびDPPHラジカル消去能と電解水中和直後のORP値に有意な相関性が認め

られた．すなわち，負のORPを有する電解水がより強い抗酸化作用を示すことが明
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らかとなった．さらに，負のORPにはDHが深く関与13）し，　H2が抗酸化能を示すと

いう報告56）もあることから，電解水の抗酸化能にはDHが関与している可能性が示唆

された．しかし，Fig．22aにみられるように，　SOSAとORPのランクオーダーが必ず

しも一致しないこともあることから，抗酸化能の要因としてORP以外の関与も示唆

された．今後はDHに影響を及ぼすと考えられる水素微小気泡57’59）の影響についても

検討する必要があるかもしれない．

　また，詳細は示さないがヨウ素デンプン反応およびメチレンブルー還元性試験を用

いて種々電解水の抗酸化作用を評価することはできなかった．

　スーパーオキシドアニオンは生体内で発生しうる活性酸素の一種である．今回ln

vitroでの評価であるが加卿。での電解水の抗酸化作用も期待できると考えられた．一

方，DPPHは人工的に合成された有機ラジカルであることから，必ずしも生体内の反

応を反映するとは限らないが，加卿。での電解水の抗酸化作用を評価するスクリーニ

ング材料の1っになり得ることも明らかとなった．通常，DPPHは517　nmにおける

吸収を利用した呈色反応により抗酸化作用を評価することが多い60）．しかし，この方

法は30minの加温インキュベートが必要であり，試験中に電解水の性質が変化する

ため電解水の本来の能力を正しく評価することができなかった．また，AsAやシステ

インは比較的速い反応により抗酸化作用を示すが，グルタチオンは反応が遅いために

30minのインキュベートではラジカル消去能を示さないという報告もあることから，

ESRによる反応開始直後での評価は電解水の抗酸化作用を過小評価している可能性

も考えられた．同様に，今回SOSAおよびDRSAを評価する際に，予め中和した電解

水を用いたが，中和によりORPが変化したことから抗酸化作用を過小評価している

かもしれない．しかし，それでもなおERW　5のようにコントロールに比べて有意に

高いSOSAやDRSAを示すものがあることが明らかとなった．今後，アルカリあるい

は酸性条件下でも評価できる反応系が確立され，反応時間なども考慮することにより，

今回，抗酸化作用を見いだせなかった電解水も抗酸化作用を持つことが明らかとなる

可能性が考えられた．
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　食品分野でも酸化ストレスと生活習慣病との関係から，抗酸化食品が注目され機能

性食品として利用されている．また，食品の抗酸化能を評価する統一あるいは公定法

化された指標および分析法の確立が進められている．この中ではoxygen　radical

absorbance　capacity（ORAC）6Dが最も優れた方法であると考えられているが，　DPPH

を利用するものやfenic　reduction　ability　of　plasma（FRAP）およびtotal　radical－trapping

antioxidant　parameter（TRAP）など複数の方法があり，それぞれ長所と短所がある54）．

これら複数の方法を組み合わせ多角的に，電解水に対しても利用し評価できよう．ま

た，現在汎用されているラジカル捕捉型の抗酸化物質は抗酸化（アンチオキシダント）

作用と同時に反対の作用である酸化促進（プロオキシダント）作用を有するものもあ

り，摂取量によっては酸化ストレスになるものがあることが報告されている62・63）。よ

って，電解水の摂取量や慢性毒性に関しても今後検討していく必要があると思われる．

　既にERWは酸化が関与する病気に有効であることが報告64）されているが，多くの

生活習慣病にも生体酸化が関与する65）ため，生活習慣病にもERWの抗酸化効果が期

待できるかもしれない．また，抗癌剤使用により副作用として発症する口内炎にはラ

ジカルの関与が示唆されている66）．現在，この口内炎に対してアロプリノールやメシ

ル酸カモスタット含漱液が使用されているが67’68），抗腫瘍効果の減弱や苦みの問題が

ある．ERWを飲用あるいは含漱に用いることでラジカル消去剤の代替となる可能性

も考えられた．

第4節 小括

　電解水の抗酸化作用を評価するための評価系を確立し，電解水，特にERWの中に

は抗酸化作用を有するものがあることがわかった．また，その作用はラジカル種によ

り異なることが明らかとなった．さらに，抗酸化能の要因の1つとしてORPの関与

が示唆された．抗酸化を有する電解水は，含漱液，化粧水や飲用として，医療化粧

品あるいは日常生活など様々な分野で応用可能であると思われた．
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第5章 電解水の抗菌作用

　1996年に手指洗浄消毒，1997年には内視鏡の洗浄消毒を目的にEOW生成装置が薬

事法に基づいて医療用具として認可されている．そして，2002年にはEOWが次亜塩

素酸水として食品添加物として認められた．また，食品の安全確保のためにHACCP

（Hazard　Analysis　and　Critical　Control　Point）対策が求められている中で，電解水は生野

菜類や食品加工機械器具類の殺菌に有効であることも確認されている69・70）．電解水は，

このような効能を有しているものの，生体・環境に対する影響は少なく，ランニング

コストが安いなどの利点を有する6）．しかしその一方で，電解水の抗菌作用に関する

報告71）は増えつつあるものの，その殺菌機序や抗菌スペクトルには不明な点が多い．

　そこで，第5章では電解水の種々細菌に対する抗菌作用をtime－kiU　assayにより検

討し，電解水の消毒剤としての有効性を評価した．

第1節 実験方法

1。　　実験材料

　滅菌精製水（SPW）は蒸留水製造装置（STILL　ACE　SA－2000A）から得られた精製

水をオートクレーブMODEL・AS－30L（（株）池田理化，東京）を用いて高圧蒸気滅菌

（1210c，20　min）したものとした．70％EtoHは和光純薬工業（株）より購入した特

級エタノールにより調製した．水素水（HW）は（株）フレンディア（東京）より提

供されたドクター・水素水・スティックを滅菌精製水500mしに1本加え24　hかけて

作成した．0．01MHCIおよびO．02・M・NaOHは，滅菌精製水で希釈して調製した．

2．　　基本的物性

　電解水のpHおよびORPに及ぼす，試験中の撹搾およびインキュベートの影響を調

べるために，Oh（試験前）および12　h（試験後）にpHとORPを，第1章に準じて

一66一



測定した．

　また，電解水中の残留塩素濃度はPocket　Colorimeter（Hach　Co．，　Loveland，　CO，　U．S．A．）

を用いて測定した．なお，測定原理はDPD法である．

3．　　使用菌株

　電解水の示す抗菌スペクトルの広域性を検討するため，代表的な4菌種B．subtilis，

s．aureus，　E．　collおよびRaeTuglnosaを選択した．各菌のグラム染色性および芽胞の

有無をTable　13に示す．なお，菌株はすべて城西大学薬学部病原微生物学講座で継代

している（財）発酵研究所（大阪）（lnstitute　for　Ferm．entation，　Osaka；IFO）由来株を用

いた。

Tab豆e　B　　　Character蓋s重蓋cs　of　m隻croorgait蓋sm

Bacterial　strain Gram　stain Spore

　　Bacillus　subtilis　IFO　3134

Stal　｝hJylococcus　aureus　IFO　12732

　　Escherichia　coli　IFO　3972

Pseudomonas　aeruginosa　IFO　13275

posMve

positive

negatlve

negatlve

4．　　培地作成法

　DifcoTM　heart　infUsion　agar（HIA）を用いて，斜面培地および平面培地の2種類を作

成した．HIAは培地ILあたりbeefheart（infUsion　from　500　g）10．O　g，　tryptose　10。O　g，

塩化ナトリウム5．Ogおよび寒天15．Ogから成る．なお，最終pH7．4±0．2at250Cであ

った．初めに，HIAに精製水を加え，オートクレーブを用いて加温溶解した後，固ま

らないうちに試験管に分注しシリコセン（（株）エスケー，東京，日本）をした．こ

れを，オートクレーブで高圧蒸気滅菌（1210c，20・min）し，室温で斜面を形成するよ

う冷やし固めて斜面培地を作成した．また，平面培地はHIAに精製水を加え，オート

クレーブで高圧蒸気滅菌（1210c，20　min）した後，撹淫し，温浴中で600c前後まで温
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度を下げてから，クリーンベンチ内で無菌的に滅菌シャーレ（浅型90×15mm，旭テ

クノグラス（株））に30mしずつ分注して，冷やし固めた．

5．　　菌液調製法

　HIA斜面培地に，細菌（B．　subtilis，　S．　ablreus，　E．　coliおよびP．　aeruginosa）を火炎

滅菌した白金耳で接種し，370C，17h培養した．培養後，滅菌生理食塩液を加えて菌

を浮遊させ，光電比色計（Spectronic　educator，（株）島津理化，東京）を用いて光学

濃度（optical　density，0．D．）0．10の菌液を作成した．これを，　buffered　saline　with　gelatin

（BSG）で適当に希釈してHIA平面培地にコンラージ棒（日水製薬（株），東京）を

用いて播種し，370C，17　h培養後にコロニー数をカウントした．この値から，4菌種

がそれぞれ108CFU／mしとなるときの0．D．値を予め算出した．　Time－kill　assayを行う

前日，同様にしてHIA斜面培地に細菌を播種し，370C，17h培養した．培養後，滅菌

生理食塩液を加えて菌を浮遊させ，光電比色計を用いて108CFU／mしになるよう予め

計算した0．D．値に調製した．これを，滅菌生理食塩液で10倍に希釈してlO7　CFU／mし

の菌液を調製し，time・一ki11　assay72・73）1こ用いた．

6．　　Time　kill　assay法

　予めオートクレーブで高圧蒸気滅菌した100mしの三角フラスコに，試験液を50　mし

ずつクリーンベンチ内で無菌的に分注した．これに，前述の方法で作成した107

CFU／mしの菌液500μLを加えて，試験開始濃度を105　CFU／mしとし，250Cにてシェー

カーを用いて撹拝しながらインキュベートした．経時的（05，1，3，6および12h）に

500μしずつサンプリングを行い，BSGを用いて適当に希釈（1　O－1，2×10“2，　IO…2）し

た．サンプリング原液および希釈液をHIA平面培地各3枚に100μしずつコンラージ

棒で播種し，370C，17　h培養後コロニー数をカウントした．この1ポイントあたり

HIA平面培地3－12枚の平均値をn　・1として扱った．

　なお，Ohの値として，試験に用いた107　CFU／mしの菌液をBSGで適当に希釈した
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後，同様にHIA平・面培地に播種して370C，97　h培養後のコロニー数を試験開始濃度

である105CFU／mL当たりに換算した値を用いた．

第2節 結果

i．　　基本的物性

　Time－kill　assayを行う際の電解水の物性を確認するため，生成直後（O　h），12　h室温

静置後およびtime－kill　assayと同条件で12h撹＃インキュベートしたサンプルのpHと

《）RPを測定した結果をTable　14に示す．　EOW　1は強酸性，　ERW　1，　ERW　2およびHW

はアルカリ性を示した．また，コントロールとして用いたSPW，70％EtOH：および0．01

MHCIに対してEOW　Iは著しく高いORPを示した．　ERW　I，　ERW　2，　ERW　5および

HWは負のORPを示した．　HWではpH低下およびORP上昇，　ERW　5ではpHのわず

かな上昇およびORP上昇がそれぞれ12　h後に認められた．また，　ERW　1ではわずか

なORPの上昇が認められた．しかしながら，その他のサンプルでは，静置，あるいは

純正とインキュベートという条件に関わらず，12hで大きな物性値の変化は認められ

なかった．

2．　　Time－kill　assayによる抗菌作用評価

Time－kill　assayの結果をFig．23に示す．コントロールとして用いたSPW（Fig．23a）は，

いずれの菌に対しても抗菌作用を示さなかった．EOW　1（Fig．23c）の抗菌作用は，一

般的に消毒剤として汎用されている70％EtOH（Fig。23b）と同様に芽胞非産生菌（S．

鋸rε〃5，Eco1∫およびP．　aeruginosa）に対して著しく強い抗菌作用を示し，反応05　h後

にはCFUは検出限界以下となった．さらに，　EOW　1は70％EtOHと異なり，芽胞産

生菌（B．subtllis）に対しても芽胞非産生菌に対する作用と同様の著しく強い抗菌作用

を示した．Eow・1のこの抗菌作用は，同等のpHを示す。．01　M　Hcl（Fig．23d）よりも

強かった．一方，ERW　1（Fig．23e）およびERW　2（Fig．23f）は，グラム陰性菌（E．　coli
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およびR　aeruginosa）に対しては強い作用を示すが，グラム陽性菌（B．　subtilisおよび

S．　aureus）に対してはEOW　1よりも弱い作用を示した．また，芽胞産生菌に対して抗

菌作用は認められなかった．ERW　5（Fig．23g）では，いずれの菌でもほとんど減少が

認められなかった．HW（Fig．23h）は，好気性細菌であるR　aeruginosoおよびs．　aureus

でSPWより減少が認められたが，その作用はあまり強くなかった．また，　ERW　2を

除くアルカリ性サンプルは，いずれの菌においても同等のpHを示す。．02・M・NaoH（Fig．

23i）より作用が弱かった．
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第3節 考察

　H：WではpH低下およびORP上昇が，また，　ERW　5ではpHのわずかな上昇および

ORPの上昇がそれぞれ12h後に認められた。これらのサンプルは溶存水素を多く含む

可能性がある．水素は酸素と比較して水への溶解度も小さいことから非常に揮発しや

すいので，これらのサンプルでのpHやORPには溶存水素が大きく寄与していると考

えられた．さらに，ERW　5は本来アルカリ性を示す陰極水を臨床応用を考慮して弱酸

性にシフトさせて生成しているので，pHやORP値が変化しやすいと考えられた．ま

た，その他のサンプルでは，12hの静置あるいは撹搾インキュベート下，共に大きな

物性値の変化は認められなかった．つまり，少なくともpHとORPに関して閉鎖系250C，

12hで電解水は安定であり，かつ機能性を保持したまま使用できることが示唆された．

　B．・subtillsは芽胞産生菌で，増殖が可能である栄養型と抗菌物質に対して抵抗性を有

する芽胞型の2種類の存在形態を有する．つまり，栄養型は試験液中で溶凹し，残っ

た芽胞型が培地に発現したため，減少傾向が見られたと考えられる．

　EOW　1は70e／，・EtOHと異なり，芽胞産生菌（B．　sublilis）に対しても芽胞非産生菌に

対する作用と同様の強い抗菌作用を示した。EOW　lのこの抗菌作用は，同等のpHを

示す0．01MHCI（Fig．23d）よりも強く，抗菌作用の発現メカニズムについては，　pH

による影響だけではなく，次亜塩素酸やオゾンの酸化作用などの関与が示唆された．

高いORP値74），あるいはヒドロキシラジカル（HO’）や過酸化水素の関与も推測され

るが，次亜塩素酸の酸化作用が主要因であるとする考え方が支配的である75）．また，

芽胞産生菌は消毒剤に対して非常に強い抵抗性を有し滅菌の指標ともなる．次亜塩素

酸系消毒剤には芽胞産生菌に対して抗菌作用を示すものはなく，芽胞産生菌に有効な

アルデヒド系消毒剤は人体には使用できないという問題がある．さらに，医療現場で

問題となるP．αeruginosoに対しては，通常70％EtOHと塩化ベンザルコニウムなどを

併用することが多く，人によってはエタノール自身の刺激性（皮膚刺激性を含む）が

問題になることもある．一方，EOW　1は第2章のタンパク漏出の結果から皮膚刺激性
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は極めて少ない．つまり，既存の消毒剤と比較しても電解水単独でも高い有用性が期

待できる．

　また，塩素イオン（cr）以外の塩素量の指標となる有効塩素：濃度は次亜塩素酸

（HCIO），次亜塩素酸イオン（C10一）および塩素（C12）の和として表せるので，有効

塩素濃度が同じであっても殺菌作用が異なることがある．腫すなわち，HCIOの殺菌作

用はClσよりも著しく強く，殺菌作用には有効塩素の組成が重要となる．有効塩素の

組成はpHに依存し，強酸性下ではHC10：C1戸8：2で，弱酸性下ではほぼHCIOの

み，アルカリ性下ではHCIO：CIO’　・r　l：9となる．おな，有効塩素濃度40μ9／mしの

EOWはlOOO　Pt9／mしの次亜塩素酸ナトリウム液に匹敵する殺菌作用を示すことが報告

されているり．つまり，EOW　1は少量の塩素を最大限有効活用することで，強力かっ

広範な抗菌スペクトルを示したと考えられる．なお，EOW　1およびERW　lの残留塩

素濃度は，それぞれ30．6および0．03μg／mしであった．

　一方，ERW　1（Fig．23e），　ERW　2（Fig．23f）は，グラム陰性菌に対しては強い作用

を示すが，グラム陽性菌に対してはEOW　1よりも弱く，また，芽胞産生菌に対して抗

菌作用は認められなかった．なお，ERW　2を除くアルカリ性サンプルは，いずれの菌

においても同等のpHを示す0．02　M　NaOH（Fig．23i）より作用が弱かった。一般的に

グラム陰性菌はグラム陽性菌よりも消毒剤の浸透性が低くかつ薬剤の排出能力が高い

傾向にあるため，グラム陰性菌は低水準消毒剤に対する感受性が陽性菌より低いこと

が認められている．また，グラム陽性菌の細胞壁はペプチドグリカンから構成される

1層構造であるのに対して，グラム陰性菌ではペプチドグリカン層の外側にリン脂

質・リボ蛋白・リボ多糖で構成される外膜が存在する．この外膜は容易に壊れ，中の

ペプチドグリカン層が薄いために溶菌が起こりやすく，電解水の抗菌作用を受けやす

い．このように，グラム陽性菌と陰性菌の細胞壁をはじめとした細菌構造の違いによ

り抗菌作用の程度も異なることが考えられた．なお，EOWが外膜の障害および細胞質

酵素の不活化を引き起こすという報告もある76）．また，細菌性食中毒（E．coll，

Sa／monella　spp．）や水系感染症，院内感染（P　aeruginosa，5t溺。κε3cθη5，　L．　pneumophila）
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および歯周病（P　glngivalis，　E　nucleatum，　A．　actinomycetemcomltans）はグラム陰性菌

に起因することが多く，選択的な抗菌作用は耐性菌の観点からも有用であると考えら

れた77）．また，ERW　2では0．02　M　NaOHよりもわずかに強い抗菌作用が認められた．

洗浄作用を有する超還元導水が殺菌作用を示すという報告78）があり，クリーナーとし

て用いられているERW　2の抗菌作用も洗浄・剥離作用に起因していると考えられた。

さらに，HW（Fig．23h）の場合，好気性細菌であるR　aeruginosaで減少が認められた

原因として，HWは水素が過剰状態にあり，酸素供給が不十分である事が考えられた．

一方で，＆aureusでも減少が認められたことから，酸素供給以外の要因も作用してい

ると考えられた．

　EOWは有機物存在下で効果が低下するが，洗浄作用を有するERWで予め有機物を

取り除いておくことで，EOWがより効果的に作用するという報告79・　80）がある．また，

遊離塩素濃度の高いEOWは強い殺菌作用を示すものの医療器具の錆・腐食や塩素ガ

ス発生の問題がある．一方，遊離塩素濃度の低いEOWは保存安定性の面では優れる

という報告もある76）．よって，電解水の特性を踏まえてこれらを応用することで，そ

の機能性を最大限に活用することができよう．

　今後は，pHやORPだけでなく溶存オゾン，千思塩素および溶存水素などをモニタ

リングし，より詳細にメカニズムを解明するとともに，電解水の長期安定性や安全性

などについても多面的に検討を行う必要があると考えられる．

第4節 小聖

　本研究により，どの電解水も菌種に選択的な抗菌作用を有することが明らかとなり，

電解水単独あるいは既存の消毒剤との併用により，有用に活用できる可能性が示唆さ

れた．さらに，第2章の結果より電解水は皮膚刺激性も少ないことから，医薬品製剤

または化粧品に添加される防腐剤の代替あるいは添加量を減量できる可能性も考え

られた．
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結論

　電解水には様々な効能・効果があり，幅広い分野で応用されている．しかし，科学

的根拠に乏しいだけでなく，詳細な作用メカニズムなど不明な点も多く残されており，

十分に検討されているとは言えない．

　そこで，著者は電解水は製剤および化粧品添加物になり得ると考え以下の項目につ

いて定量的に評価した，

　1）電解水の基本的物性について

　2）電解水の薬物皮膚透過制御作用について

　3）電解水の乳化作用について

　4）電解水の抗酸化作用について

　5）電解水の抗菌作用について

　以下に，その要約を示す．

　1）電解水の基本的物性について

　電解水の効能・効果について定量的に評価する前に電解水の物性とその特徴につい

て知る必要がある．そこで，電解水の基本的物性を明らかにするために，種々電解水

のpH，酸化還元電位，溶存酸素，電気伝導率，浸透圧および表面張力を測定した．

また，物性に影響を与える可能性のあるイオン種と考えられるNa＋およびCrの濃度

も測定した．さらに，pHおよびORP安定性についても評価した．その結果，電解反

応を反映し，EOWは酸性pHを，　ERWはアルカリ性pHを示し（ERW　5を除く），EOW

はCrの濃度が，　ERWはNa＋濃度がそれぞれ高値を示した．また，同様のpHを示す

0。01MHCIや0．02　M　NaOHに比べると，共存イオンを半減できることがわかった．

さらに，浸透圧および電気伝導率はNa＋およびCr濃度を反映していた．一部のERW

に極めて低い表面張力を示すものがあったが，ほとんどの電解水は精製水と同様の値

を示した．また，50C閉鎖系静置条件下でEOWのpHおよびORP安定性は，少なく
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とも48週まで確保された．一方，ERWのpH安定性は高かったが，　ORPは変化しや

すかった．

　以上より，電解水は電気分解反応を反映した水溶液であることが明らかとなった．

また，電解水中の共存イオンは同pHを示すHCIやNaOHと比較すると半減できるこ

とがわかり，緩衝液の代替となり得る可能性が示唆された．さらに，ERWのORP安

定性は低いものの，EOWのORP，　EOWおよびERWのpH安定性は高いことがわか

った。

　2）電解水の薬物皮膚透過制御作用について

　塩基性，酸性および非解離性モデル薬物としてリドカイン（LC），安息香酸（BA），

一硝酸イソソルビド（ISMN）をそれぞれ選択し，そのヘアレスラット摘出皮膚を介

した皮膚透過性に及ぼす基剤として用いた電解水の影響を調査した．また，皮膚バリ

アー能に及ぼす電解水の影響を調べるために皮膚インピーダンスを測定した．さらに，

電解水の皮膚刺激性を評価するために皮膚タンパク漏出量を測定した．その結果，

種々電解水からのしCおよびBAの透過はpH分配仮説で説明可能であるように思え

た．しかし，興味深いことに電解水からのISMNの透過も増加した．本来，非解離性

薬物であるISMNの透過性は溶媒pHによらず一定となるはずである．つまり，pH分

配仮説だけでは説明できない結果となり，電解水が皮膚に何らかの作用を及ぼしてい

る可能性が示唆された．そこで，次にpHの影響を調べるために種々pH緩衝液からの

しCおよびISMNの透過性を評価した．得られた累積透過プロファイルからそれぞれ

の定常状態での透過係数を算出したところ，ERW　lからの：LCおよびISMNの透過係

数は，同様のpHを示す緩衝液の透過係数よりも有意に高い値を示した．よって，電

解水の透過促進効果にpH以外の関与が示唆された．さらに，皮膚インピーダンスを

測定したところ，ERW　1およびEOW　1で低下が認められた．インピーダンスの変化

はイオン性物質の皮膚透過性を反映し，水溶性物質の皮膚透過性にも関係しているた

め，ERW　1およびEOW　1は皮膚のhydrephilic　pathwayに影響を及ぼし，インピーダ
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ンスの低下をもたらしたと考えられる．そのために，ERW　1からの水溶性物質である

ISMNの透過性が上昇したと考えられた．また，　ERW　1は特に毛嚢経路の皮膚透過性

が大きくなっている可能性が推察された．さらに，電解水の皮膚刺激性を調べたとこ

ろ，同pHを有するNaOHやTriton　X－100に比べると有意に低いタンパク漏出を示し

た．

　以上より，pH分配仮説により説明できない皮膚透過性の上昇を示したことから，

電解水は皮膚インピーダンスを下げ薬物や化粧品有効成分の皮膚透過性を促進する

ことがわかった．なお，電解水のインピーダンス低下およびタンパク漏出作用は，

NaOHよりも軽微であったが，その透過促進作用は有意に大きいものであった．また，

吸収促進剤としての電解水の皮膚に対する安全性は高いことが確認された．

　3）電解水の乳化作用について

　化粧晶や外用医薬品の代表的な剤形の1つであるエマルションには，通常，界面活

性剤が含まれているが，しばしばその皮膚刺激性が問題となる．電解水の中には極め

て低い表面張力を示すものもあり，電解水が乳化剤の水相として利用可能であると考

えた．そこで，界面活性剤フリーエマルションを作成し，エマルションの安定性およ

びリドカイン皮膚透過性について評価した．その結果，連続相と分散相90：10および

55：45で混合しエマルションを調製したところ，55：45の場合で，特にERWを用い

ると界面活性剤を含むサンプルと同程度の安定性をもつエマルションを作成できる

ことが明らかとなった．また，EOWを用いた場合にも安定性は低いもののエマルシ

ョンを作成できることがわかった．さらに，リドカイン塩基およびリドカイン塩酸塩

を含有したエマルションを用いて皮膚透過実験を行った．その結果，脂溶性物質であ

るリドカイン塩基と水溶性物質であるリドカイン塩酸塩を比較すると，リドカイン塩

基の方が高い透過性を示した．これは脂溶性の高い塩基の方が皮膚に分配しやすいた

めであると考えられた．また，アルカリ性処方と酸性処方を比較すると，両物質とも

にアルカリ性処方で高い傾向にあったが，これはpH分配仮説により説明することが
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できた．さらに，溶液に比べてエマルションを用いた場合リドカイン透過は低下した．

これにより，エマルションの安定性の関与や分散相中の分子型リドカインの寄与が示

唆された．すなわち，連続相中の分子型リドカインの一部が分散相中に移動し，連続

相中の分子型リドカイン濃度が低下し，リドカインの皮膚透過も低下したと考えられ

る．

　以上より，ERWを用いて界面活性剤フリーエマルションを調製できることがわか

った．また，これを用いることでエマルション調製時に添加する界面活性剤濃度を低

減できることが示唆された．さらに，有効成分封入型エマルションにより，水溶性お

よび脂溶性薬物の放出制御が可能であることも明らかとなった．

　4）電解水の抗酸化作用について

　陰極側に生成されるERWはORPが負であることから，生体への抗酸化作用が期待

されている．しかし，電解水の抗酸化能に関する科学的根拠は十分ではない．そこで，

スーパーオキシドアニオンおよびDPPHラジカルを選択し，種々電解水のSOSAおよ

びDRSAをESRにより評価した．なお，電解水の抗酸化作用を評価するための評価

系は確率されておらず，植物抽出成分や食品成分などの評価系を改変して用いること

にした．その結果，ERW　5はコントロールであるPBに比べて有意に高いSOSAおよ

びDRSAを示した．また，　ERWIおよびERW　2にも有意差はないもののSOSAを示

す傾向が認められたが，DRSAはさらに小さい値を示した．さらに，　SODおよびAsA

を標準物質として用いた相対的評価においても，ERW　5で有意に高いSODおよびAsA

換算活性値を示した．また，抗酸化能の要因としてORPの関与が示唆された．

　いまだ，電解水の抗酸化作用を評価するための十分な評価系はない．今回，電解水

の抗酸化作用を評価し得る評価系を確立することができた．さらに，抗酸化能の有無

だけでなく，定量的な評価を行うことも可能となった．今後は，詳細な抗酸化メカニ

ズムの解明を行う必要があると考えられる．

　以上より，電解水の抗酸化作用を評価するための評価済を確立し，電解水，特に
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ERWの中には抗酸化作用を有するものがあることがわかった．また，その作用はラ

ジカル種により異なることが明らかとなり，さらに，抗酸化能の要因の1つとして

ORPやDHの関与が示唆された．

　5）電解水の抗菌作用について

　強酸1生電解水は，抗生物質による治療が困難なMRSA（メチシリン耐性黄色ブドウ

球菌）などの病院内感染対策において，手洗い，院内環境の整備，内視鏡・透析装置

の洗浄消毒に用いられている．しかし，電解水の殺菌機序や抗菌スペクトルには不明

な点が残されている．そこで，電解水の抗菌スペクトルの広域性を評価するために，

グラム陽性菌としてB．　subtilisおよびS．　auアeusを，グラム陰1生菌としてE．　collおよび

P．aeruginosaを選択し，　time－kill　assayにより検討し，電解水の消毒剤または防腐剤と

しての有効性を評価した．その結果，EOW　1は芽胞非産生菌（S．　auアeus，　E．　coliおよ

びP．aeruglreosa）だけでなく，芽胞産生菌であるB．　subtilisに対しても70％EtOHより

も強い抗菌作用を示した．また，この作用は，0．Ol　MHCIよりも強いことからpHに

よる影響だけではなく，次亜塩素酸やオゾン酸化の関与が示唆された．さらに，P．

aeTuginosaに対して70％EtOH単独では無効なこともあり，EOW　1の高い有用性が示

唆された。一方，ERW　1およびERW　2はグラム陰性菌（E．　coliおよびP．　aeruginosa）

に対して強い抗菌作用を示したが，グラム陽性菌（B．subtilisおよびS．・aureus）に対し

てはEOWよりも弱く，芽胞産生菌（B．・subtllls）に対して抗菌作用は認められなかっ

た．さらに，細菌性食中毒，院内感染および歯周病はグラム陰性菌に起因することが

多く，選択的な抗菌作用は耐性菌の観点からも有用であると考えられた．

　以上より，種々電解水は菌種選択的な抗菌作用を有することが明らかとなった．ま

た，皮膚刺激性も少ないことから消毒剤としだけでなく，水の代替として電解水を利

用することで，医薬品製剤あるいは化粧品に添加される防腐剤を減量できる可能性が

示された．
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　以上，電解水は薬物や化粧品有効成分の皮膚透過を制御，特に促進することがわか

った．また，ERWの乳化作用を利用することで界面活性剤フリーエマルションを調

製することができ，有効成分封入エマルションにより有効成分の放出制御が可能であ

ることが明らかとなった．さらに，ERWの抗酸化作用によりアンチエイジングやラ

ジカル消去能などの機能性を有する新規化粧品や医薬品への応用が期待できること

がわかった．さらに，電解水には70％EtOHよりも強力な作用を有するものや，医療

現場で問題となるグラム陰性菌に選択的に作用することが明らかとなり，消毒剤とし

てのみならず防腐剤の代替として利用できることが示唆された．

　詳細な作用メカニズムや最終的な製剤としての作用の有無や安定性など不明な点

やさらに検討しなければないないことも残されているが，電解水はユニークな新規素

材として，特に，製剤および化粧品添加物として有用であると考えられた．
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