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昭灘曝3年臓械薦穴学大掌騰薬掌麟究科

欝：士課程論文発表会

縫　蹄　　昭灘63年10月15欝《土》

　　　　午後1時3a分～

場　所　　6－z2救塞

；城西：大禦大掌饒藁学研究科・



⑪　プ鷲グラム

※　午後1時30分～

　聡金挨拶 薬掌麟窺科長

x　串後！時3w分～　　　　　　　　　　司金＝従　二　灘　彦　助教幾

発　表　巻：　佐　藤　潔

　論文題圏　雲臨トにおけ悉薬物の経皮畿駅牲の予灘に灘する研甕

　　　　　　　一モデル勲物と1轟》1櫛麟窺かちのアブ繋一チー

※　醐会挨謬 薬学研窺科長



学誼論文艶表余講演要蟹

ヒトにおける薬物の経皮畷載盤の予灘に闘する爾窺

　一モデル勤物と輪vit　ro研窺からのアブme　一チー

薩藤　潔



はじめに

　薬聯を体内の必要とす為部位に，必要な時購，必要な：鰍だけ灘愚藻せ轟こと

を鶴的とした薬物綬与離形を総醜してドラッグデリバリーシステムω阿寒騰馬

ll獲麟鞠瓢蠣IDDs》と呼び，主に嘆傷化《愈難雛酬量麟賠睡郷鱒と標的化

1隷鱒麟U麟1の欝つの観点からの醗究が盛んに行なわれてい獄なかでも，

皮窟を全身作灘を騒的とした薬物の般与爵位とする経皮轟轟システム《鞭雛騎

総灘編難論臨馬韓垂e＄y＄e麟；TTS》は，薬物の長時闘にわた為歓畿麟響はも

ちろんのこと，肝膿での靭翼遜過劫果や消化管におけ轟灘雑罵を避け轟ことが

で転たり，製珊を載り除くことによって投与の申断がで憲たりといrkた態の投

与鍵形にない多くの稲点を有しており，麗在まで，スコポラミン，ニト騰グリ

セリン，礪酸イソソルビド，クロニジン，エストラジオールなどの製劇が醐発

され，医療の場に供されて蓉た．

麟繍は耀縦しては蠣的儲露7鞠欝欝t脇㍉に纏鋤
《聯繋轟譲簿，女盤瓢熱帥にも鹸大の遊撃であ婆，しかも麗流が偉新郎の3

分の玉を占めてい馨ため薬物の投与部位として摩羅な潜無爵力を有している．

しかし皮窟本来の機縫は生錐の保持なちびに外的囲子《熱，放熱線，微生物，

翫懸物蟹等》に対するバリヤー灘館であるため，化学物翼1薬鞠》の綴織盤は

一般に乏しく適罵で蓉る薬物に蹴界があ轟．したがってTTSの擁発に際して

は，製魏設講や体内轍態等の騨鰻もさることながら，薬物の選撰鹸びに選撰し

た薬物の経皮畷餅盤の評鱗が璽璽なポイントであるといわれ，そのために鋳便

な集雑観やよ：り異欝欝な評傭法に闘する車塵が多くの研究番によってなされて

いる。
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　TT＄の議終難的は欝う畿でもなく転卜／患響うにあ轟ため，薬物の経皮職

駅盤錘びに藁：理効票の評鱗をヒトで箸なうことがで馳醜ぱそれに越したこと轍

ないが，臨トでの纏kflV“試験は薬物の二品や灘二二といった闘懸から講発の

初期醗階において安易に行うことはで藩ない。ところが経皮戦駅製踊の場禽は

経嚢荊や注射劉等と異なり摘撫皮窟を罵いた諭》霞懸での皮膚選過実験が可縫

であ愚だめ，異際，讐に欧激ではinトの嫡出皮羅を羅いたスク》一ニングが騨

纒法の一つとして確立されている。しかしながら本：邦においては七トの摘灘皮

羅の入手が瞬難であ馨ため，一・般に勢物の摘出皮驚を踊いた鰍vl¢　ro逃過実験

が簡便なスクリー識ング法として汎購されてい轟．勲物の嫡織皮罵を幣いた逃

過実験は，皮羅の入手が容易であるため搬瑠衛基麟の鶴果や戦駅提逸離の検灘

には適しているが，1上総と贈瀬の鞭1》あ偉いは動物雛トとの種差

磯題21等があるため得膿たデー鱒直接いの1翻鴨挙熱鋸て渤る

ことはで灘ない．
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　そこで本研究において著著鰍，動物嫡撫皮：満を購いた論》ほ瞭皮購遜愚実験

の継黒かも畿終麟にヒトでの諭》1鴇経皮曝駅盤壷予灘す巻ことを縫的として

以下魂編にわたって検討を試みた1賛鵬肺．すなわち，モデル勲物／ヘアレス

ラット〉摘鐵皮灘を羅いた睡v霞鱒皮鵜遜過性の評懸と験駅促叢《購！編》，

ヘアレスラットにおけ悉臨》建糠から観》1韓の予灘《第灘編》，輪》緩簿勲

駒実験データからヒト諭vl鞭⑪の予灘《第3編》，下物での醸》1竃㈹からヒト

論》1鴨の予灘《第二編》であるe

　モデル薬物として，狭心症等の虚蹴性心藻患に広く踊いちれている二羅ラン

ジルを用いた。議たヒト論》蚕鴇の予灘を騒麟とした第4編においては，ヒト

での麗申濃農データが報告されているユトログリセリンを踊いて三門を行＊た．

　以下に第笠～第4編までの検灘により得られた髄果を要約して示した。

竃、ヘアレスラット摘灘皮麗を蝦いたニコランジル皮麗透過牲の評髄

　本研究の闘的は蜘物の摘繊皮麗を踊いた喩》1電瞭皮膚遜過デーータかちヒトで

の諭》1鴨挙勲を予回することにある．したがって，輪》弓懸での皮騰遜過実

験において選択した薬物に回するなるべく多くの簿報を得ることが継後の醗究

1第欝編～第4編》を溝める上で麗要であ馨．そこで本編において億，モデル

薬物として選撰した凱コランジルの観》饒隙皮騰逃二二をヘアレスラットの醗

部摘轟皮羅を踊いて二二した．皮縄遜遜牲の騨緬は，k一チャンバー一絋数セル

に嫡肥した三二を嫉み，角質騒翻⑪磯欝麗》に薬物溶液を入れて，輿鍵灘

1艶鵜1》響灘》に遷過してく轟薬物澱を経時麟に灘定す轟ことにより響肇た。
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　野瞭．2から明ちかなように，ミリスチン酸イソプ欝ピル／讐辮とプ欝ピレン

グリ灘一一ル伊嚇の混禽溶媒を鰐いA．ことによって，識灘肇ンジルの高い皮鰐鷺

過盤が欝られ篠ことがわかった．畿た，畏躍跨かわりに徽の騰肪酸エステル類

を購いても輝様の吸駅幌鵜雑鵬が認めち戴た。これちの膿勝酸エステル類の畷

載促遜機構に轟する検討を撫えたところs皮騰角箸層への薩接吻溺1脂質区分

への作懸と思われる》により皮騰の抵三三を下げpその蔽果として薬物の逓過

鷺促避していることが承唆された．惑らに贈肪酸エステル類は購いた基鵡串の

溶撫《韓あ轟いは水1の避過盤を上げており，鎗1出藍欝総が璽要な透過磯欝

の一一つであることも鎌せて畷ちかとな・ッた鱗e
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　第露編での輪》1》磯ヘアレスラット〉蛇びに第3編でのヒト1瞬》1鞭購にお

いても舞織礫／錨によって識欝ランジルの瀬馨な瞬駅健鵜が確認藩れたことよ

り，ヘアレスラット摘出皮講での輪》1鞭難試験の麟果を瞬》1鴨あ墨いは臨ト

試験へ反駿させることが可能であると推察された．隊上のように，動物摘出皮

購：を憶いての纏》1驚隙試験は，TTS瞬難の第一段階として有感であり，聾に

基面のスクリーニングや薬物の遜過騰幡の解明のためには不可欠な方法であ鳥

と継論づけられ轟．

2eヘアレスラットにお纏轟ユコランジルの漁》霞簿かち輪V垂鴨皮窟逃遜盤

　TTsの鰻終騒的は睡vl鴇での薬劾発醗にあ出ため，論》1鞭⑪での鮪鍛を

いかにして輪》1鴨に反醗させるかが璽要な問題とな＊てくる。そのため従来

から絋散モデルや欝ンパートメントモデル等による解新が試みちれて二二が，

むしろ輪》1静⑪の皮騰遣遜盤の解訴や予灘を翻的としたものが多く、纏磯鴇

《醜寧濃臓1の予灘を麗的としたものは少なかった。そこで本麟究においては，

3種類の方法，すなわちxeンボリx一シeeン法，幽幽電齢幽晦翻を有す愚鉱散

モデル，舞ごく雛翻酸灘脇黙》を有す為xeンパートメントモデルを踊いて，ma

灘ランジルの瞬》1驚海寂縄遷遜データの解新と鹸》1鴨　1搬中濃鷹／の予灘盤

を鰍灘した鱒》。楠瞬に各藩嚇徽を齢めて糺た魁熱それ

が利点と欠点を有しており，しかも轍》霞鱒皮騰濡過データかち畢濡した臨二

面濃度と諭》i鴇舞灘魑との一致盤に濾して三者の閥に欝意な藻が認められな

かった事から，一磯にどの方法が優れてい碁と鰍露盤づけ毒激なかった．一般

墜
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病　燃秘語繍就馨》鯉爵鱗穏蕊轟瞼賛離農窃驚雛鱒轟麟ノ戯er綴箏鍵雛麟蠣驚輪舞楓

bl　Fer歌蕊噸沁，1醜roCtuct沁“爵ギ塞1撮醜篭懸礁鋤蝿．

1轡にモデルを複雑にすればする織ど使面するパラメー：ターが多くなり，結果と

して予灘魑1講膏油》と災灘鎧のより嵐い一致が得られる・・今羅も鉱数モデル

と灘ンパーートメントモデルに糠購蹴という項を一・・・…nliつ謡えることにより溝足で嚢

轟紬果が得られた．しかし繍購戴灘撫轡鯉に闘しては汗腺や毛轟由来の逓過ル

ートであ為という説や，皮騰の承職綿》囎蹴1囎》によ轟ものだという考え方も

あり，全ての薬物藍おいてその灘入が妥当であ轟とは隈らない．したがって実

用的には，より簡鍵な方法で許容で蓉る範囲内のバラツキに双議るものが難ま

しく，その点龍融いて演稽らが経皮畷駅の解析に難めて晦鑓した欝ンボリ議一

シeeン法は，購齢ll脇師磯囎蹴でありしかも鱒単な欝算式で血漿串濃麓の予

灘が可離であ馨という特轍を禽してい蕊ため1鷲騨．録，広野な薬物において灘

用傭鐘が高いものと考えちれ轟，以上の理由かち，ヒト論》1鴨の予灘を鞭的

とした第4編においてはコンぶりma一シ報ン法を講い轟ことにした．
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3．ニコランジルの諭》1竃跡　膚透遜性にお1ナる種差と七トへの予灘

　ニコランジル経皮整磁におけ轟種差とその原羅について語》霞簿の系で検討

し，睡時にヒトへのスケールアップを試みた．その鵜果，，以下の．li　：itUつの知見が

得ちれ，どちちかの方法を用いることにより亀ト嫡畿皮膚を叶いなくても動物

実験データから七トでの挙勤を予灘で灘ることが添唆された嚇。

2，皮騰逓過盤の轟な馨数種の業物を鱒いて諭》建灘議過爽験を行い，鉱

　激武によりそれぞれの動物における忠臣係数，分配鎌数、バリヤーの

　厚さを算繊したところ，分配藻数が遜過盤の種差に大手く膨響してい

　ることが羅三冬れた．そこで角質腰サンプルを無いて基翻1水》から

　皮騰への分醗実験を讐い，そのデータからヒトでの撚積遜嚢麓を謙算
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　して実際にヒト摘灘皮講で灘定した実灘縫と鰍較したところ，醗轡轍

　漁く一一致したll灘，嚇。

2．舞験に鵬いた下物及び臨ト皮夢薄の艦織燭片像の観察と，下表脂質鷺，

　水の達過藻数，皮灘コンダクタンス等の皮懸の特艦癒とから，二識ラ

　ンジル二二性の種差に影響してい為要囲を決定した。干た，得ちれた

　將性縫を勤物とヒトの閥で比職したところ，あちゆ轟薩においてブタ

　皮騰がヒト皮下に選く，プダがヒトでの経皮畷駅挙勲を予灘す碁のに

　適した勲駒種であ轟ことが雄察された．
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　第1～第3編の検討の繕難、野物での餓》leroee験かち動物での論》1鴇あ

るいは七トでの鹸》1鞭嚢の予灘が可能であ＆“ことが示零れたので，最終二丁で

あ馨ヒト鹸》1鴨　1甑摩濃ma　〉の予灘盤について検討した。憲来なら第3繍ま
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での鞭講に懸いた識欝ランジルで欝傭するのが懸譲しいが、この段階において

は臨トでの輪》1鴇試験を行うことがで薄なかったので，ヒトでの撫漿曝濃鷹

の報告がある窯黙陪グリセリン鞭ア1を羅いて慌韓響ウた漫備矯識

ト鑓グリセリンの場合でも諭》賦輸から輪》1鴇を予離す馨手段としてxeンボ

リューシ鞍ン法が灘瑠で募ること，並びにブタ秘書皮騰を開いた雛》建鵠デ・　

夕から薩接ヒト諭》蓉》asの予灘が可雛なことが示唆群れ1澤嚇．麟，経皮吸蟹異

験にお鰭為モデル寺物からヒトへのスケールアップ法として本麟究が禽螺であ

ることが雑察された。
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　以上演番は，ヒトにおける薬物の経皮畷収盤の予灘を欝的にモデル賦物並び

に獅》霞簿実験からの検討を擬え，ヒトの皮膚を用い轟ことなく勧トでの経皮

畷釈挙動の予灘がで灘馨ことを明ちかにした。厭離の懸果は，傘後増悪活鷺に

なると予想される経皮藤野の研窺においていささかの銀鉱を奪えたものと拶え

られる．
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総　 論　 の　 吝購

序論

　素謡を体内の必要とする部位に，必要な時間e必要な量だけ到達させること

を目的とした薬物投与剤形を総称してドラッグデリバリーシステム（　Dru99e－

livery　Sy鍼e蹴DDS》と呼び，主に徐放化《C◎酸r◎lled　release＞と標的化

〈　Targetting＞の2つの観点からの研究が盛んに行なわれていas　1”3）。申でも

皮歯を全身作用を目的とした薬物の投与部位とする経皮治療システム（Trans。

ltermal臨eraゆe獣lc＄ys電纒；TTSIは，藥物の長時閣にわたる放出制御はも

ちろんのこと，肝臓での初回通過効果や消化管における副作用を避けることが

できたり，製剤を取り除くことによって投与の申断ができたりといった他の投

与剤形にない多くの利点を有しており，現在まで，スコポラミン4），ニトfiグ

リ切ン5・6），硝酸イソソルビド，ク。ニジン6），エストラジかルなどの製

剤が開発され，医療の場に供されてきた。

　皮窟組織は体組織としては面積的（体重7儲9当り平均i．　8鵬2》にも璽量的

（男牲4，8鱒，女性3．2kg）にも最大の組織であり，しかも血流が体循環の合

分の1を占めているため薬物の投与部位として大きな潜在能力を有している。

しかし皮膚本来の機能は生体の保持ならびに外的因子《熱，放射線，微生物，

化学物質等）に対するバリヤー磯能であるため，化学物質（薬物》の吸収牲は

一般に乏しく適用できる薬物に限界がある7）。したがってTTSの麟に際し

ては，製剤設計や体内動態等の評価もさることながら，薬物の選択並びに選択

した薬物の経皮吸収性の評価が重要なポイントであるといわれ，そのために簡

1



便な実験系やより実用的な評価法に関する研究が盛んに行われている。

　TTSの最終目的は言うまでもなくヒト《患者1にあるためe薬物の経皮吸

収牲並びに薬理効果の評緬をヒトで行なうことができればそれに越したことは

ないがeヒトでの諭vlve試験は薬物の毒性や翻作用といった閣題から開発の

初期段階において安易に行うことはできない。ところが皮麟適用製剤の場合は

経日義や注射剤等と異なり嫡出皮膚を用いた齢》1鞭◎での皮窟透過実験が可能

であるため，実WW　e特に欧米ではヒトの摘出皮膚を用いたスクリーニングが評

鵬のつとして確立されている8’　9）．しかしながら本邦においてはひの摘

出皮膚の入手が困難であるため，一般に動物の摘出皮輝を用いた輪》睡瞭透過

実験が簡便なスクリーaング法として汎用されている。動物の摘出皮膚を用い

た透過実験は，皮膚の入手が容易であるため様々な基剤の効果や畷暇促進剤の

灘には瓢ているが謝欺tw　vlitroと鯉晦の魚鋤ある恥・鞠物と

　　　　　　　　　gg，　ss）
　　　　　　　　　　　　等があるため得られたデータを直接ヒトの諭》1鴨とトとの種差の閣題

挙動に当てはめることはできない。

　そこで本感心において著書は。動物嫡出皮膚を羅いた輪》1匙簿皮膚透過実験

の結果から最終的にヒトでの輪》1鴨経皮吸販牲を予測することを目的として

以下尋編にわたって検討を試みた｛臼翻墾1、すなわち。モデル動物1ヘアレス

ラット〉摘出皮膚を用いた輸》1齢◎皮麗透過健の評価と吸収促進〈第1編》。

ヘアレスラットにおける輪vltroから納》IVOの予測《第2編〉，諭》1鞭◎動

物実験データからピト瞬》it薄の予測〈第3編〉，動物でのin》it艶からヒト

輪》iv◎の予測（第4編》である。

2



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　animal　　　　　　　huma自

　　　　　　　　　　　　　　　　薯　　　1・・Vitr・　唖　　i・　Vitr・　　一

　　　　　　　　　　　　　　　　tf　　　x　　3　　　　　　、

　　　　　　　　　　　　　　　　安

　　　　　　　　　　　　　　　　1　　嬰2も4　｛二｝

　　　　　　　　　　　　　　　　る
　　　　　　　　　　　　　　　　お　　　　a総ima藍　　　　　　human
　　　　　　　　　　　　　　　　’タ
　　　　　　　　　　　　　　　　仁：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　blood　c◎ncentratiO9
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のののあ　　　　　　　　　　　　　　　　H　　　　　　　　　I癬　Vivo　　　　　r　　　＼　　　　　蓋臓　Viv◎　　　　　　　　　url擁ar　excretiOR

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し…ツ’　　　　　　　　　亜亟一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Anig｝al　scal駐・・Uρ

　　　　　　Fig。　l　E＄timation　me・thod　fQ・sc　skin　permeability　in　human

　　　　　　　　　　　　fxoma　iChe　in　vi・tro　permeatiOn　data　in　animals

　　　　　　　　　　　　　　　EaCh　nunib・er（1－m4）corresponds　to　vQlume　zzumk）er

　　　　　　　　　　　　　　　in　the　text。

　　モデル薬物として，狭心症等の虚愈煙心疾慰に広く用いられているニコラン

ジル側2．融㈱鞠1）繭漁酬幽幽鶴）1晦2）を用いた郡η。

またヒト輪viv9の予澗を目的とした第4編においては，ヒトでの鰍申濃度デ

ータが報告されているニト日グリセリンを用いて検討を行った．

グ
、

C◎臥器噸Cl→窯C卜綴2◎醐◎2

Fig．　2 Chemical　structure　of　nicorandU
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第1編　ヘアレスラット摘出皮膚を用いたこ．コランジル皮膚透過性の

　　　評価S8）

　序論でも述べたように，本観点の目的は動物の摘出皮麗を用いたikvltro皮

膚透過データからヒトでの輪》1鴨挙動を予灘することにあるeしたがって，

輪》ltr◎での皮膚透過実験において選択した薬物に関するなるべく多くの惰報

を得ることが以後の研究1第2～4編1を進める上で重要である、そこで本編

においては。モデル薬物として選択したニコランジルの沁vitr◎皮繍透過惟を

ヘアレスラットの腹部摘出皮密を用いて評価した。

　ニコランジルは。分子量が比較的小さく｛㈱2sc）しかも心病3、S8の弱塩基性

薬物であるため，水及び有機溶媒両者に溶け易く．磯塚～栂．8までの油水分配

率《クロロホルム／水〉が約2とほぼ一定であることが知られている19｝．し

たがってe経皮吸収性をよりシンプルな系で評価するには適当なモデル薬物で

あると考え選択した．

第1章　亙轟vitr◎実験条件の検討

　臨vlぴ◎での凡慮透過実験を行うにあたって最も重要なことは皮爾の選択，

すなわち動物種の選択であるe過去においては．生物学的にヒトに近い動物種

　　　　　　　　20）
　　　　　　　　　　の摘出皮闘が．また入手のしゃすさといった点からプッということでブタ

ト2紬。モルモット22）．ウサギ23）等の嫡出皮膚が用いられてきたが。近年

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24－26）
では，除毛の必要がなく入手も容易なヘアレスマウス　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　やヘアレスラッ

4



ト2乙28）といったヘアレス動物での報告が増えているe本爾究においても篠重

　　　　　　　　　　　　　　29＞　　　　　　　　　　　　　　　　を庵いた。皮麗透過性の評価は2一チャン東堀⑪gの雄盤のヘアレスラット

バー拡散セルに摘出した皮縄を挟み，角質層側の◎鱒r側》に薬物溶液を入れ

て，真皮側くRecelvereWj》に透過してくる薬物量を経時的に測定することによ

り行った。

　　　　　　IOOO　．一　50
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　　　　　　　O　8　16　24　32　O　8　16　24　32
　　　　　　　　　　　Time　（h）　Time　（h）
　　　　Fig．　3　ln　vitro　skin　per1aeation　prcfile　of　nicoxandil
　　　　　　　fyora　agueous　su＄pension　in　hairless　xat

　　　　　　　　　Each　point　vepvesents　the　mean　of　3　expertments．

　Hg．3にはニコランジルの水懸濁液をD◎n◎r溶液として用いた時の累積透過

量（μg／罐）を時闇に対してプロットした。i2時闇以後の透過量はほぼ直線的

に増加し，32時間までの透過実験で定常状態が得られることが確認された。

　薬物の単位面積当たりの定常状態透過速度（Flux）は，　Receiv3r側をシンク
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状態と仮定すると以下の式で表されることが知られている39）。

Fl題x　＝　9縦Cv／L （　fi　）

ここでBは薬物の皮膚申拡散係数，　臨ま基剤と二二闇での薬物分配係数，CVは

基剤中に溶解している薬物濃度．　9．は皮膚バリヤーの厚さである．

　　tが常に一定の場合，薬物および基剤を固定すれぱtt及び臨ま一定と考えら

れるので。fiUXは基剤①O総の申薬物濃度に比劔する。言いかえると。薬物が

すべて溶解している時臼駆は基剤申濃度に比例し，薬物が溶解度以上で懸濁し

ている蒔は臼鰍は一定となる。
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solution　acscoss　hairless　vat　＄kin

　　Each　point　vepiresenirs　the　mean　±　S．E．　of　3－5　experiments．

　　［Vhe　arrow　shows　the　＄atuMaiced　concentratien　of　nicovandil

　　at　370C．
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　Fig．4にニコランジル濃度を筍，2の，35及び5伽9／帽で実験した結果を示し

た。ニコランジルの37℃での水に対する溶解度は26．袖9／翻であるので，10及

び2軸9／網は溶解型，35及び5伽9／副は懸濁型である。臼9．4aより明らかなよ

うに，溶解型では油島はCvに比例し，懸濁型ではfluxは一定であった。（恥式

の臼UXをCVで割った値を薬物の皮窟透過係数，ゆと称し薬物の経皮吸収牲の示

標に用いられている。理論的にはゆはCVにかかわらず一定であるが，ニコラン

ジルにあいても実験したすべての濃度域でほぼ一定の値を示すことが確認され

た1日9．4b）e

L胸㈱はω式と共に12）式を提胤た30）．

Fi“x　＝av　D／　7＄　t （2）

ここで，avは基剤申の薬物の濡量であり，γSは皮膚バリヤー中での活鍾係

数である、隔心申の活量は理想溶液においてはその薬物純結晶の活墨と等しく

なる。言いかえると，懸濁状態であれば〈固体が存在すれば〉溶媒を変えても

薬物のaVは等しく，γSが不変である《皮圃バリヤー能に変化がない）と仮

定するとflUXも一定となるはずである。したがって0◎itor中の基剤《溶媒〉を

変えて実験を行う際，薬物を懸濁状態に保つことが重要となる。fig　4に示し

たようにニコランジルの経皮吸収挙動が翫蝉C綱理論に従うことが示唆された

ので，以後の実験は懸濁状態で実施した。

　次に摘出皮膚の保存幽幽によるバリヤー能の変化について検討した．本編に

おいてはヘアレスラットの摘出皮麗を直ちに実験に供したがe第3編以後にお

いては大動物及びヒトの摘出皮膚を使用する必要が生じた。大動物あるいはヒ

7



トの皮膚では摘出後直ちに実験を開始することが困難であったためe－2⑪℃で

凍結保存することにした．凍結保存によって皮膚のバリヤー能が失われれば，

藥物の透過性は有意に上昇し誤った解駅をもたらすことが予想されたので，ヘ

アレスラットの皮職を摘出後凍結保存し．直ちに実験に供した結果と比較した。

Fゆ．5に示したように，6呼野保存においても』　：一：コランジルの臨の有意な上昇

は認められず，またヒトの摘出皮縄を凍結保存して用いた実験において聡鉦1

まで透過性に変化がなかったとの報告もあるため3V，この程度の保存には耐

えうるものと判断した。
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Fig．　5　Effect　of　freeziRg　time　oR　the　haixless　rat　skin

　　　permeability　for　nicorandil

　　　　　The　values　in　parentheses　are　numbex　of　experiments．
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第2章　脂肪酸エステル類による吸収促進

　薬物の経皮吸蝦性は消化管等の吸収盤に比べると低いため何らかの方法で吸

収惟を上げる必要がある32）．経皮吸収促進の方法としてはPr◎drug化33・34），

イオントフPtレ．．シス35，36）等が試みられているがe本研究においては最も簡

便な吸収促進剤を用いる方法を検討した。代表的な吸収促進剤としてはジメチ

ルスルフ赫シド37），ピ的ドン類38・39）滴翻翻酸類働が知嚇もてお

り細部にわたる検討もなされている。また近年では，新規な合成化合物である

Azoneを用いた検討が盛んになされており，様々な薬物の経皮吸収性を改善す

　　　　　　　　　　　醜躍2）
　　　　　　　　　　　　　　。ニコランジルにおいてもAz◎neの添加効果はることが報告さ’れている

　　　　　　　　　　sg

06
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　　　　　　　　　O　8　16　24　32
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Fig．　6　Effect　of　1PM　on　the　per，meation　of　nicorand“　across

　　　the　full－thicknes＄　skin

　　　　　？G〈O），　？G　with　IOOM．X？M（tw），　wateM〈A），　water　with

　　　　　IO％IPM（　wh　）．

　　　　　Each　point　yepucesents　the　mean　±　S．E．　of　3－5　experiments．
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著明であったが，種々スクリーこニングを実施した結果，ミリスチン酸イソプ日

ピル《豆閉1が特にプロピレングリコールIPG》との纏合せにおいてAz◎Reと

同等かそれ以上の顕著な効果を示すことがわかったので。以後この系を丸心に

検討を加えた。

　Hg．6には水あるいは鴨に亙贈を1眺添加した時のニコランジルの累積皮膚

透過璽を示した．10％亙贈／韓からのニコランジルの臼鰍は約壌蔦⑪μ9／c醗2犠と

鴻単独に比べて約薄倍増加した。

　　　　　　　　　　〈a）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（b＞
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　　　　　o　ec　tw　e　　　　　　　o　　lo　　　2s　se　ge　leo　o　　lg　　　zs　so　go　］eo
　　　　　　　　　WM　contenC　（％）　IPM　content　〈％）

　Fig．　7　Effect　ofi　XPM　content　on　the　skin　pexme＆tio“　oS　ni¢oxandil

　　　　iR　PG
　　　　　　〈a）RelatiOnship　between工脳conteRt　and　flUX・
　　　　　　〈b）　Re　latienship　between　XPM　contGnt　and　lag　tixRe．

　　　　　　Each　point　scelpscesekts　the　mGan　of　2－4　experiraents．

　臼鉱7に亙躍の含鍛を＃《鴻のみ》から鱒醜（鞭鐸のみ）に変化させた時の

EiUX（a）およびラグタイム｛b）の結果を示す。ラグタイムは累積透過曲線の定

常状態での直線部分を時鳥軸に外挿した短を用いた。図から明らかなようにe

臼UXは夏困秘で有意に増加した後5鰯までほぼ一定であり。ラグタイムは忌詞
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5％以上で…一・A定となった．したがって，1襯／i）G＄．においてIPMが5～50％の範囲

ではニコランジルの皮圃透過性を有慧に上昇させ，しかも定常状態に達するま

でのラグタイムを大幅に短縮することがわかった．

　亙贈は軟欝剤あるいは化粧品の基剤の一つとして用いられている。特に化粧

品の分野では類鰍の鮨肪酸エステル類がいくつか合成され使用されているので，

軸餌e2に示した5種（亙贈を入れると6種）の脂肪酸エステルを用いてニコ

ランジルの経皮吸収促進効果について試験した。脂肪酸エステル類の脂溶牲の

指標としてtog　P《距ヘキサン／水　分配係数の対数魑》を用いた。

［rable　1　Chemical　structures　and　lipog）hilic　indexese　Log　P　r
　　　　otf　aliphatic　esteys　（RICOOR2）　，

Subject 　お欄　　　 只
璽 2

R
Leg　p　b

isoprH？？；g）n－butyrate　130　cK3（c｝｛2）2一一　一CH〈C＃3）2　1・］2

1soprH？；；1＞n－hexanoate　lss　cis3（cH2）4一　一Cl」〈CH3＞2　］・38

五so宦j細繊e　2・・C・3（・り8一一・C・1（・・3）21・69

1SOPrH？lllli）MYriState　270　c｝13（c｝12）12一　一CH〈C”3）2　1・96

！s◎ﾗ》醐ta　te　298…3（・・2）ズC・（α｛3）22・◎9

剛欝職5◎8CH・（CH2）12一響1兜；2膠79

δ）縄◎lecular　weゆ宅．

b）　Logarisra　of　partitien　coefficient　between　n一一hexane　and

　water　et　2S“C．
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　fig．　8には脂肪酸エステル類のt◎gP埴に対する臼猟とラグタイムの関係を

プ日ットした．脂肪酸エステル類くro　％添加〉の吸収促進効果はtog　P籟の小

さい■スチル《夏購および亙洲》で巖も顕著であり，teg　P値が上昇するにつ

れてその効果は滅少したeしたがって，本研究で用いた脂肪酸エステル類は．：一

コランジルの纒皮吸収促進に関してEP9から蓬洲付近に至適な領域が存在する

ものと推察された。
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　　E£fect　of　lipophilicity　of　aliphatic　esters　on　the
　skin　peymeation　of　nicorandil　in　PG
　　　　（a）　Relationship　between　log　P　and　flux．

　　　　（b）　Rela’しionship　between　lo　g　P　and　二Lag　time．

　　　Each　point　scepresents　the　mean　of　2－3　experiments．
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第3牽　脂肪酸エステル類の吸収促進機構

　第2章において9PNを申心とした脂肪酸エステル類の吸収促進効果について

明らかにしたので，本章においてはそれら脂肪酸エステル類の吸収促進機構に

ついて検討を加えた。

　まず最初に聾醐／鴨混合基剤から水へのニコランジルの放出性について試験し

た。臼働9から明らかなように，蔓閉の含量の増加に伴って二：コランジルの放

出盤は：増し，至贈三十で最大となることが明らかとなった。iial．播には賢鐸。9

で得られた母時闇までの放出率と，その時の基剤申での薬物溶解度の關係を示

した。ニコランジルの亙遡への溶解性は低く，しかも豆躍は陥と混和しないた

めニコランジルの溶解度は基剤中のPGの璽にほぼ比例した。すなわち，臼g。10

において二：コランジルの溶解度は璽贈爵」の増加に伴って薩線的に滅少し．放

出性とは逆の関係を示すことが確認された。
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Fig。9　Effect　of工脳content　on　the　release　of　nicOrandU
　　　from　工PM－PG搬ixed　▽ehicles

　　　　　IP瓢　COntent：in　PG　（竃）；　○亀（O），　IO亀（△），　25～き（口）夕

　　　　　50竃（㊥），90竃（《），IOO竃（翻）。
　　　　　Each　point　lじep：resents　rヒhe　me・an　of　2　expe：r：t皿eBts．
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　Fige　kO　Effeet　of　XPM　content　on　the　＄olubUity（tw）　of　ntcorandU
　　　　　and　pesceent　veleasi“g　of　the　dxug　ovex　4h（O）

　翫鱗煽1式1鱒は薬物の経皮liexが墨剤串薬物溶解度と墓剤／皮囎閣の分配

係数の積に比例することを示している、分配係数が基剤からの薬物の逃敬傾肉

佃瓢㈱輪＠艶翻翻鐸1を示していると考えると基剤からの放出性と等しいと仮

定することも可能であり．この仮定のもとでは放出盤と溶解痩を欝けたものは

　　　　　　　　　　　　曝3，翻）
　　　　　　　　　　　　　　　、9ig．質に焦亀辱時閤までの放出率畷購とFiaxと比倒するはずである

その瞬の溶解痩劔の積を甕幽濃度に対してプ臼ットした。夏躍含量鱒罵以上に

おいては臼鶴鯛はH凱？aと同様な挙動を示し。特に夏躍5盤以上では薬物溶解

度の減少がそのままllexの減少に反礫しているものと予想される、しかしなが

らe亙躍脇（PGのみ）での挙動は肖g．質と＄ig．7aではまったく異なり，亙醗の

吸収促進作用（特に低濃度における〉は基剤中溶解度並びに基剤からの放出性

だけでは説明がつかないことが明らかとなった。
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　　Fig．　ll　Effecic　of　IPM　coAtent　on　the　R（O一．）eC＄

　　　　　　　R（O－o）　over　6h（ee），　R（O”o）　ovex　4h（wh）rR（O”o）　ovex　2h（ew）．

　周様に纏の脂肪酸エステル類を鴨申に徳簿含有させた時のニコランジル溶解

痩1臼獄S2）及び基剤からの鹸出盤《臼鶴捻1を灘定した．脂溶惟の低いくt＃gPt

値が小さいll鰺と亙躍はニコランジルに対する溶解能が高く，しかも夏総と

亙囲は幡と良く混和するためe糸織聡《または謄購／晶系での溶解度は鴨のみ

よりも高い値を示した。しかし，鑛も高い溶解痩を示した鱒鰯器／韓において

さえもその籟憾搬単独に銘ぺて3縦程度増したに過ぎなかった。栂魍購，豆贈，

O躍からの薬物放出性においていずれもほぼ若様の挙動を示したfig，i3の結粟

と併せて考えると，璽糊の含量を変えたときと同様に目g．融に示したFiUXの大

きな変化を溶解度と放出性のみから説明づけることはできなかった。そこで。

他の観点から脂肪酸エステル類のニコランジル経皮吸収促進磯構を明らかにす

ることを目的として以下の実験を行った。
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　　Effect　of　aliphatic　esters　on　the　release　of　nicoraRdil
from　aliphatic　estex－PG　mixed　vehicles

　　　工PB（○）ダ　IP照（△）7　0DM（口）　（IO　90　each）。

　　　Each　point　represeRts　the　mean　of　2　expex±raents．
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　藥物の消化管からの吸収はpH　一分配仮説に従った受動拡散が一般的であるが。

しかし何らかのca鯉ierによって輸送される在野輸送も知られている。また，

水の移動によって運ばれる溶媒牽引（solvent　Ct　rag）も重要な吸収メカニズムの

　　　　　　　　　　　羅5，聡）
　　　　　　　　　　　　　　．鰹皮吸暇においても周様の現象が認められて一つとして知られている

あり澱蝦縫剤を併用し塒にその効瓢顕藷であるとの酷がある47，　48）．

そこで次に溶媒として用いた隔の皮麗透過欝について検討したe

　Fig．韓及び臼g．15に鴻の累積透過量を示したが。1囲をはじめとする脂肪酸

エステル類の添加によってPGの畷収煙が著しく堰回し，その挙動は薬物である

ニコランジルの吸収挙動とほぼパラレルであることが確認された．この時eも

う一つの基剤構成成分である脂肪酸エステルの皮下透過性について50織躍／PG

系からの1躍の吸収で確認したところ，32時間で軸副罐以下と僅かであったe
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　　　　　　　　　　　　　　Time　〈h＞

Fig．　14　Effect　of　XPM　content　on　the　1｛）ewmeation　of　PG　acrcoss

　　　　the　fuU－thickness　skin

　　　　　工PM　content　in　PG　（亀）；　0塁～（○），　：L～き（△），　5～き（□），

　　　　　1090（＠）r　250－o（es）i　5090（tw），　900Mo（W）e

　　　　　臨ch　point　represents　the　mean　of　2　experiments。
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　　Fig．　15　Effect　of　aliphaitic　e＄texr＄　on　the　permeatioR　of　？G
　　　　　　acscos＄　iche　fftkU－thickkes＄　＄kin
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　　　　　　　　QOgo　each）．
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　ニコランジルの透過性と総の透過牲の闘係をよりわかりやすく示すため，各

灘定時闇における鴨の透過塁を横軸に，その麟のニコランジルの透過墨を縦軸

にプ日ットした1臼甑S69）．その結果，総あるいは締惣鞭／韓系においてasコ

ランジルの透過量は醗の透過量に三綱して増加することがわかった。臼甑糧軸

には実際のaコランジル透過墾をQ㈱＄とし｛3）式に従って計騨した理論上の

透過量く溶媒に溶解した三物が溶媒の透過量に相当する騒だけ透過すると仮定

した》をQc副としてその両者の関係をプ日ットした。

Q　cai　＝　Q　siv　eC　＄el　／，o 〈3＞
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Tal）le　2　Relationship　between　the　calculated　and　observed
　　　　amounts　of　the　pexmeation　of　nicovandi！

Solvent
Addit茎ve

（％，w／w） S沁pea，b

PG

Water

麗◎舵

猟（］）

　（5）

　（10）

　〈25）

　〈50＞

　（90）

IPK　（IO）

iPB　（IO＞

IPP　（10）

ODM　（IO）

鍾one

五P踵（IO）

O．057

0．240

e．235

0．421

0．嬬◎7

e．61e

O．811

0．310

0e342

◎，2ア9

e．419

0．103

0．789

Oe998

0．996

e．996

e．999

e．996

e．ggg

O．998

0．992

0e999

0．999

e．998

0．999

0．997

　　　　　　　　　　　a）　Obtai“ed　froR｝　a　plot　Of　Qobs　VSe　｛［lca｝“

　　　　　　　　　　　b）　Correlation　coefficie”t．

ここで嚢§1嚇溶辮昂るいは水の透過墨鱒畑2），C＄＊1は37℃でのニコラ

ンジルの溶殿（鱒3），ρは溶媒の密度劇毒㍉である．

　臼g、絡むから明らかなように1鰯の添加の有無にかかわらずQcaiとQ曲S

は良好な直線関係を示した。臼g．17には鴨の代りに水溶媒を購いた購の魑を同

様にプttットしたが，　PGの時と同様硬◎総とQcaiは比例関係を示すことが確

認された、QcalとQ曲Sの関係をまとめて職ble　2に示した。ここでQ　ca　1

を横軸SC　Q曲Sを纏軸にプ9ットし最小二乗法により算出した傾きをsiepeと．

またそのときの相関係数をrとした。すべての実験系において91は甑弱以上

を示し，sglvenit庶agがニコランジル経皮吸蝦の重要なメカニズムの一つであ

ることが嚢づけられた。しかも脂肪酸エステル類を添加した瞬のsl◎鵬の纏が

添加しない時に比べより3に近づく（Qc副とQ◎bsの値が近似する）ことから。

これら吸収促進剤の颪加により基剤として用いたPGあるいは水のsolve航伽ag

としての寄与が増しているものと予想される。
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　経皮吸収の主なバリヤーは皮窟表面の死んだ細胞層である角質層である。し

たがって角質層を傷つけたりテープで剥離すると，藥物の透過性は顕著に上昇

　　　　　　　　　　　gg）
　　　　　　　　　　　　　。一方，Az◎neのような吸収促進剤は角質層中のすることが知られている

脂質に作用し角質層のない状態（strゆped舘iのの透過牲に近いレベルまで透

　　　　　　　　　　　　　　　　5e，　53）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　。本研究においても，ヘアレスラッ過性を上げることが報告されている

トの皮膚をセロテープで20回剥離した皮膚を用いてニコランジルの皮圃透過性

を試験した．その結ee　e基剤をPGのみ及び箱蹴贈／PGとした時の透過牲はほぼ

等しく，臼g．6で示した語taαな皮講での鴇鰯躍／PGからの透過性とほとんど

等しかった（fig，S8）。したがって1贈を始めとする脂肪酸エステル類は透過の

バリヤーである角質層に作用しsその結果として薬物の透過性はもちろん基剤

中の溶媒（PGあるいは水》の透過牲をも高めているものと維察された、

　　　　　　　　　　　se
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Fig．　18　Effect　of　XPM　on　the　pemmeation　of　nicovandU　across
　　　　the　stripped　skin

　　　　　PG（O）e　PG　With　10901PM（＠）“
　　　　　Each　point　vepresents　the　mea．n　±　S．E．　of　3　experirnents．
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第4章　考察

　序論でも述べたように皮膚適温製剤開発のための最初のポイントは選択した

薬物の経皮吸収牲の評懸と．もう一つは吸収性の乏しい蘂物の場合の吸収改善

である。したがって本編においては，経皮吸収実験のモデル動物として近年汎

用されるようになったヘアレスラットの嫡出皮麟を用いて，ニコランジルの皮

麟透過性の評極と吸収促進について輪》縫簿で検討した。

　本研究に先立ち，サンプリング時法．基命中薬物濃度，皮窟サンプルの取級

い等について輪》睡艶での二二透過煙を正しく評緬するための最低隈の条件設

定を行った。この条件を参考に二：コランジルの皮麗透過性について試験したと

ころ。氷溶媒からの透過性に関してはさほど良好とは言えなかったが。二二酸

エステル類と幡の混合基剤において薬効を現すのに十分と予懇される皮膚透過

煙を得ることができた、またそれら脂肪酸エステル類の畷収促進磯構に関する

検討を加えたところ，皮麟角質層への直接作用《脂質区分への作用と思われる）

により皮膚の抵抗性を下げ，その結果として薬物の透過を促進していることが

示唆されたeさらに脂肪酸エステル類は用いた晶晶中の溶媒1煕あるいは水》

の透過性も上げており，S斜》¢殖ti　ra　gが重要な透過機構の一つであることも併

せて明らかとなった．

　本編の結果だけでは鴎viVOあるいはヒトでの挙動を直接予測することはで

きないが，TTS開発の第一段階として今回のようなヘアレスラット摘出皮麟

を用いた論vitr◎での薬物皮膚透過性の評髄や濡鼠のスクリーニングは不可欠

であり，この段階で以後の研究のための有用な知冤が数多く得られるものと思

われる。本研究により選択された脂肪酸エステル類（IPM）／PG系による皮膚刺

22



激性については末検討であるが，1器，蓋囲，更冊を除いては製剤添加物として

使用が認められている基剤であり，しかも臨床での治療効果が期待できるだけ

の薬物の皮麟透過璽が得られたことから，ヒトへの展開が期待できる。すなわ

ち以後の検討《論》1鴇あるいはヒトへのスケールアップ1に値するものと結

論づけられる。
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第2編　ヘアレスラットにおけるニコランジルのin　vi¢reからin　vivo皮麟

　　　透過性の予測52・53）

　薬物を生体へ投与したwa　，薬物の体内への吸収墨《あるいは吸収速痩》と体

内からの消失速度《クリアランス）がわかれば血申濃度や尿中排泄量の推測は

可能であるe経皮畷収においても輪vltroでの定常状態臼猟と総クリアランス

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5羅）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、この方法は，とから定常状態での血中濃度を見積る方法が知られている

定常状態到達後の動態は予灘できるもののそれ以前の吸収過程《ラグタイムを

含む1の動態は予灘できない、ところがTTSの中には定常状態に達するまで

の時悶が長かったり，また薬効から判断した場合適用後の初期吸齪過程が重要

である薬物も多いため，経皮適用後の体内勤態く特に血中濃度｝を解析するた

めに様々なモデルを用いたアブft一チが試みられている。菰編において筆者は。

輪vltr◎から諭viVC　《血漿中濃度》の予測を目的に種々経皮吸収モデルを構

築しfiニコランジルの諭vl鞭◎皮膚透過速痩から漁》iv◎経皮適馬後の血漿

中濃度を予測して，実際にiRviv◎で測定した値との比較を試みた，

第り牽　静脈内投与後の体内動態

　ニコランジルの経口投与後あるいは静脈内投与後の体内動態に関してはSの系

ラット　55）。ビーグル犬56）あるいはヒト57）で詳細に検討されており，経口

投与後の消失半減期がラットでli，35’時悶．イヌで⑪，9時闇，ヒトで甑8賠間

と比較的短い薬物であることが知られている。本研究ではモデル勤物としてヘ

アレスラットを用いたため，まず最初にヘアレスラットにおける二：コランジル
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の体内動態について検討した．

　臼g．19にニコランジルを2．5，5及び簿麟g／kg静脈内投与した時の血漿中の

薬物濃度推移を示した、ニコランジルの血漿からの消失は2相性を示したため

2一コンパートメントモデルを用いて消失パラメーターを算出した。

（門

~
要
）
　
儒
O
椚
ρ
酪
鮎
騨
に
ω
り
瓢
◎
り
鰐
ε
9
り
邸
【
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O．I

　o
1 　　　2

Time　（h）

3

Fig．　19　Plasma　concenicyations　ofi　nicovandil　after　intravGnous
　　　　administyation　in　hairless　rat

　　　　　2．5mg／kg（醗），　5mg／kg（de），　IOmg／kg（＠）．

　　　　　gach　point　represents　the　mean　±　S．E．　of　3　anirnals．

　Table　3に得られたパラメーターを示した。ニコランジルの血漿中濃度時闇

曲線下面積（蘭C）は2，5から壌伽g／陶まで投与量の増加に比例して増加し，し

かもβ相の消失速度定数が3投与量閣でほぼ等しいため，ニコランジルの体内

からの消失は線形モデルに従うことが明らかとなったeまた得られた消失半減

期の値も報告されている有毛ラットやヒトでの値に近いため，経時的な採血が
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容易である点と併せてヘアレスラットはiR璃V◎

動物種と考えられる。

での経皮吸収実験にも適した

Tcible　3 　　Pharuacokinetic　parameters　of
の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　の

二Ln．iCM駐a▽enous　a（旋登二L筑二LstratiO灘

nicovandU　atftesc

Parameter ummtmmamaanmaualwwmmmmummummumm
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鮒
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　一1
（h　　　）
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（h　　　）

（バ1）
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2e295　玄　Oe33ア

0麟914　士　0¢173

2e926　：！；　Oe505

Oe326　：i　OeO29　Oe347
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壷
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　　　　　　　εδcねva1“e　reρreseBむs　the　r君ξ≧a轟土S，，E：“of　3　a　n壌　mδ肇s⑳

Abbrev壕atう◎轟s　：　Vds　apparent　v◎価し§瀟e　of　central　co構Paγ’t田e“t；

ct　an｛1　6，　disposition　rate　coRseants　CL，　tota3　body　clearance；
AUC，　area　疑資der　tぬe　P1δs研δ　c（）資ce『枕ratio『トt蓄議e　curve。
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第2牽　：コンボりユーション法による血中濃度の予測

　薬物の幡viv◎での経皮吸収過程をモデル化し，臼g．20に示した。

ve績cle
（xv）

skin

（xs）

f（t）
blood

（Xb）

k12　i　i　k21

k

　lo
一．一一in一一一nv一’ny－

u胃me
feces

（xu）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　bi　ssue
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（xt）

　　　　　　　v一一nt一一u　一　　　　　　　　　absorption　process　el　iminatien　process

　　　　　　　　　　　イ〉　　　　　　　イト
　　　　　　　in　vitro　experimegtal　data　pharmacokinetic　parameters
　　　　　　　of　slくi欝　permeation　　　　　　　　　after　i。V。　admi擁istrati◎n

　　　Fig．　20　Schematic　vaodel　of　penccutaneous　absoscption　and
　　　　　　　elimination　of　drugs

　臼g．20において基剤，皮麗，血液，組織及び尿（糞1申の時悶tにおける薬

物璽をそれぞれXV，Xs，Xb，Xt，XUとすると，その合計は適顯薬物璽（X◎）となる。

　　　　　Xv十／￥s十Xb十Xt十Xu　一pt　’Yo　（4）

　薬物の体内からの消失が2一コンパートメントモデルで表される時，（4）式

から（5）及び（6）式が得られる。
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　　　イ当ト＋誓）÷AaXt＋k、e　’　Xb　　　（5）

　　　　　｛　　　　　　：k12・Xb－k21・X，
　　　　dt

ここでkio’ks2及び㌔壕は静脈内投与時の血中濃度灘移から得られた一次速度

定数である。

　頚vivOでの経皮吸収速度が議》1鞭。での皮麟透過速度f（　Vと等しいと仮

定すると（7）式が成立つ。

　　　A　・f（tト（祭＋÷）砦＋祭＋k，・t　Xb　　の

ここでAは薬物の適用面積である。

㈲式との式を解くと・経皮適用後の壷中濃度Cta（りはコンボリュ｝シ

ョンの式（8）として表される58｝．

（＝F

蝿黶i，，一　flAブ（θ）｛（＝汐砦jrθ）1｝・dθ

　　＝：f5　A’f（9）［v｛（／al：7i」．一一一／s）｛（ct　rv　A’2i）’e－et‘t一”’＋（k，，一fs）・e－p〈f－e｝｝］・de　（s）

ここでClv（tl及びDSvは静脈内投与後の時闇tにおける撫漿申濃度及び投与

塁である。その他の記号に関してはV3kle　3’ ﾉ示した通りである．

　（8｝式は薬物の体内からの消失が2一コンパートメントモデルに従う時e消

失パラメーターと給vit　roでの皮膚透過速度データからコンボリューションを

用いることによって経皮適用後の血申く血漿中あるいは血清申〉濃度推移が計
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騨できることを示している。ニコランジルのヘアレスラットにおける消失パラ

メーターは第／牽において算出済みであるので，本章では厩vitr◎での透過速

度f（t）を決定するために，各種基剤《溶媒〉からのニコランジル楡vほr◎皮

縄透過実験をヘアレスラット嫡出自助を用いて実施した．基点としては，外贈

剤あるいは化粧品等の皮麗適用製剤に汎用されている水，PG，ポリ■チレング

リコールー鱒駅陛嚇。並びにイソプロピルアル：コール（9PA）の躍種の純溶媒を

用いた．Doevor巾の薬物は二三中での活塵を等しくするため全て懸濁とし，実

験漏度は37℃とした。

Fig．
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21　Effect　of　＄olvents　on　the　＄1〈in　permeation　of　nicorandU

　acucoss　the　haixlass　yat　＄kin
　　　〈a）　Cumulative　Em）（）vtnt　of　pervaeation　y　9　with　wa．ter（O）g

　　　　　PG（⑭）ダ　P鷺G（△）　and　工PA（蕊）．
　　　（b）　Peirrmeation　scate，　f（t），　symbo　l　s　as　in　（a）．

　　　Each　point　represents　the　neaB　of　3－6　experiraents．

　　　Vertical　bars　in　dicate　the　standaMd　error．
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　　臼g、2搬には基剤として用いた4種の溶媒からのこ：コランジル累積皮魍透過

墾を。また臼g．2梅には各測定時閥閤隔における穿り値をプ日ットしたe図か

ら明らかなように，定常状態での透過速度は9P《＞PG＞水＞PEGの顯であった．水

および鴨溶媒を矯いた時二時闇以後にf（電）の上界が箆られたが。それ以後ほぼ

一定のrt　tlを示した、これは皮窟の水和綿翼r齪鐙齢の影響が鱒時麗付近から

大きく現糠結漿と推察されるS9・　6el．また撚溶媒においては，矯閥まで

駁りは経時的に上昇し定常状態には達しなかった。
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＼
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（c） IO

5

（d）

璽

　　　　　　0246　IO　24　0246　10　24　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　丁袖e（h）

Fig．　22　RGIationship　between　observed　altd　¢alcula．ted　plasma
　　　　　　concentrations　of　nicorandil　aftesc　topical　appticatiok
　　　　　　of　gel　ointments　in　hairless　rats
　　　　　　　　　（a）　Agtueous　gel；　（b）　PG　gel；　（c）　PEG　gel；　（d）　IPA　gel．

　　　　　　　　　Each　一pointr　C’ta（t）f　repscesents　the　mean　t　S．D．　oi

　　　　　　　　　3－6　animals．

　　　　　　　　　ff）he　solid　line，　C　ta（t），　was　calculated　by　usiBg　E（1．8e
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　Fig．　M　bから得られたf（c）と静注鰻の消失パラメーーター（Table　3｝を用いて，

式（8）からニコランジル経皮適用後の血漿高濃度推移を予測した．このWW　，，コ

ンボリュ．．ション計算には矩形法を用いた58｝。また消失パラメ＿タ＿として

は，　2、5，5，樽脚／鱒投与時の消失半減期に有意な差が晃られなかったこと

より5鰐／晦のデータを用いた。

　臼鵬盟には計算した予測曲線を実際に測定した血漿中濃度と共にプttットし

た．血漿巾ニコランジル濃度の澗定は。二二の高分子1三二ポリアクリル酸あ

るいは跳ヒドロキシプロピルセルロース）により増粘したゲルを貼付すること

により行った《第2編実験の部参照》、厳密に9・＆　2一チャンバー拡敬セルを用い

た鹸vl静◎実験における溶液での適用と今回の輪vlVOのゲルでの適用状態は

異なるが，薬物のゲルからの放出は極めて速くまた両者とも薬物を懸濁状態で

禽有していることから，ゲルにしたことによる実験櫨への影響はほとんどない

ものと予想した。図から溺らかなように，実測纏と予測値は良く一致し，llEG

及びIPA溶媒では24時悶後の予二値紘実測値のバラツキの範囲内に収まった。

一方，水溶媒では20時闇まで盤溶媒では6時閥まで両者は良く一一致し，それ以

後予測値が実測値よりも高い値を示す傾向にあったが，24時悶後における両者

の差は2倍程度であった。したがってコンボリューション法により経皮適用後

の血漿中濃度推移の予測が可能であり，特に鱒時間程度の予測には充分実用的

であることが示唆された。経皮吸収惟の乏しい薬物の吸収を上げるために墓誌

中に吸収促進剤を翻する方法がよく隙・られており32，37），＝］ランジルの

ヘアレスラット皮圃透過性も脂肪酸エステル類（1躍）／PGを基剤として用いると

顕著に促進されることを第1編において報告した。そこでそれら吸収促進剤を

添加した瞬のコンボリューション法の三思姓について以下に検討した。吸収促
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進剤を含む基剤としてはe第1編で用いた鱒蹴閉／PGはもちろんのこと，それ

以外で高い促進効果の得られた《Z◎ne｛3％及び簿鮒水溶液並びに5競エタノール

（Eton＞水溶液を用いた．
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Fig．　23　Relationship　betweeR　obsescved　aRd　calculated　plasma
　　　　　　　concentrations　of　nicoxandil　aftex　topicaX　applicatioR
　　　　　　　of　gel　ointeqents　in　haiMles＄　vats
　　　　　　　　　　（a）　10竃IPlき4／PG　ge　1；　（b）　3竃AzOne／wateエ嘔ge工3

　　　　　　　　　　（c）　10≦きAzO】rユe／wat：eエ』gelジ　（d）　50象Et：0】護／wateエ噛qe工⑬

　　　　　　　　　　Each　point，　C　e　ta（t），　scepwesents　the　meaR　dr　S．D．　of

　　　　　　　　　　4－5　a捻i憩als。

　　　　　　　　　　［Vhe　solid　line，　C　ta（ic），　was　ca．lcuiated　by　using　E（K．8．

　　臼g．23に2一チャンバー鉱散セル実験から得られた泌vl雛◎透過速度と消失パ

ラメーター（lable　3）とから騨出した．二：コランジル血漿申濃度の予測曲線を血

漿中濯度の実測値とともにプロットした、なおin　viVCでの適馬面積を吸収促
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進剤の含まない系（臼似22）と周じ4．劔認としたところ，血漿中濃度が上騨しす

ぎ途中で死亡するラットが何匹か現れたので，本実験では適用面穫をO．636薦

としたeそれにもかかわらず，いずれの基剤においても獅viVOでの吸収健進

効果は輪vl鞭0と面様に顕著でe憾購贈／鴨系での濃度は約徳μ愛山と高いレ

ベルに達した。予澗値と実測植を比較すると，語感躍／韓及びsexAZone水溶液

では両者は良く一致し本法の有羅性が示されたが，3黙瀞総並びに5⑪血豆鎌水

溶液では予幽幽が実測値よりも高くなる傾向が認められた．この傾向は＄ig．22

で示した吸収捉進剤を含まない系でも認められており，その理由としては主に

以下の3点が考えられた。

　　辱．軌vl雛0と繭》i》0での皮膚細dratl鋤の違い

　　2．皮瞬表面漏度の違い

　　3．適用剤形並びに遡罵方法の違い

翫に坐して。輪vlV◎での角質層はin　vlt　ro　sc比べてhvli　wationの程度は低い

という報告があるが働湘曲◎とin　viv。で融翻。鴎贈がどの程痩

異なるのかは今のところ不明である。2．に関して，ヘアレスラットの腹部に適

用したゲルの皮闘表面近くの温度を小型温度計を罵いて灘定したところ，解放

状態で約33（30分後）～34℃（6時闇後），パラフィルムで密封した誤審35（30

分擬）～36℃勲爵聞後）であった．実際の諭viVO実験は密封で行っているた

め，矯vl費◎での実験論度37℃との差は＄～2℃程度と小さいものの若干低く，

輪vlve実測値が予測植より低い理由の一つであると考えられる。3．の適用剤

形の違いに関しては，実際の製剤として水溶液で適用することは非常にまれで

もあるため，若干の検討を加えた．

　臼g、24には，Fig．　23であまり一致しなかった3漁z◎neと50％EtOH水溶液のゲ
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ルをlv　vivo測定時と同様に調製し，そのゲルを縦型の拡散ゼルに適用した時

のi　ft　vitrc累積透過量を，，　Fig，25にはその時の値を罵いてコンボリューション

法で算出した予測血漿中濃痩を実測値1日⑬器と周一）とともにプasットした。

その結果．両製剤ともに予測値は実二二と良く一致し。3％Azopmeのように畷収

促進剤の含麺が少ない場合や基越中にa翻のような皮麟を比較的透過し易くそ

のために経時的に基剤繕成が変化する1その変化が薬物の透過姓を大きく変え

る》おそれがある場合には，2一チャンバー拡散セルを用いて溶液状態で評価す

るよりは．実際の製剤に近い形で評価する方が論》1》◎の予澗のためにはより

適切であることが示唆された．いずれにしても，吸販促進剤を添加した系にお

いてもコンボリューション法により諭》1鴇での血漿申濃度の予測憾可能であ

り，本法は纒皮吸収実験における締》縫鱒から諭viwへのアブ目一チに有用

であると結論づけられる。
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Fig．　2S　Relationship　between　obsexved　and　calculated　plasraa
　　　　concentrations　of　nicoyandil　aftex　toptcal　application
　　　　of　gek　oXntnents　in　hairless　rats
　　　　　　（a）　3geoAzone／watesc　ge！；　（b）　50agEtOH／watex　gQl．

　　　　　　Each　poinit，　C”ta（t），　vepresents　the　mean　±　S　e　D．　ost

　　　　　　3　aniraal＄．
　　　　　　The　solid　line　e　C　ta　k）s　wa＄　calculated　by　using　Eq．8．

　薬動学（賄ar燃C瞭輪較ICS）の分野では，薬物の体内への吸収速度を計籔する

目的でコンボリューシNンよりもむしろデコンボリューションが汎嗣されてい

　62－64）
　　　　。今回のモデルにおいても（8）式が成りたつ場合eデコンボリューシる

9ンを用いて輪viv◎での経皮吸駅速度f’（t）が（9）式から算出される．

c｛，（t）一fk・f’（e）IS’XiiLQ”（‘．　］）］・de

（9）

ここでC’ 狽＝it）は給vivO経皮吸収実験より得られた血中濃度を，　Civ（t）は

（8）式と同様に静注時の血申濃度である。

　Fig．26には4種の純溶媒を適用した晴の血漿中濃度（fig．　22）からデコンボリ

ューションを用いて計算したin　viv◎での吸収速度の推移を，　in　vitroでの吸
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収速度（Flg．21b）とともにプロットしたeデコンボリューションの計算に際し，

血漿中濃度の実測値のない時閣に関してはスプライン関数を用いて補間した。

臼g26はコンボリューション法で血漿中濃度を予測した臼獄麗と周様に，醗聡

及び璽賄での良い一致と承及び総での実験の穫半部におけるずれを示している．

コンボリューションとデコボリューションは逆の計算をしているだけであるの

で当然の結果であるが，実用面においては経皮吸収機構や輪》1智翻諭vlvaの

相関を議論する際にはデコンボリューシgン法を用いた吸瞑速艘での比較がよ

りわかり易く，血巾濃痩の予測に有用なコンボリューション法とあわ難て優れ

た方法であると考えられるe
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ptg．　26　Compayison　between　the　in　vitro　skin　peumeation　rate
　　　　and　calculated　values　fosc　nicorandil
　　　　　　（a）　Watex；　（b）　PG；　（c）　PEG；　（d）　IPA．

　　　　　　Each　point，　f（t），　ucepresents　the　raean　of　3－4　experiments．
　　　　　　The　solid　iine，　f’（t），　was　calculated　by　using　Eq・9e
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第3章　拡散モデルによる解析

　薬物の皮縄透過はその薬物の濃度勾配を駆動力とする受動拡散に従うG式），

したがって経皮吸収速度論を取り扱う場合，古くから拡散モデルで議論されて

　　65，　66）
　　　　　。拡散モデルは使用するパラメーターが物理化学的な意嚥を有してきた

いるため諭vitroでの挙動を解析するには優れた方法であるが，式の誘導が難

しく．特に薬物の消失が2一コンパートメントモデルに従う場合などは幡vlve

での血申出度予測にはあまり用いられていなかった。第2牽において著者はe

薬物の輪vl騨◎での皮膚透過速度と体外への消失パラメーターとから輸》9V◎

における血中濃度を評論する方法としてコンボリューション法を確立した。コ

ンボリX一シ鷺ン法は複雑な計算式を必要としないのでiR　vlむ⑪から輪viVO

への薬物の皮購透過速痩の予澗には適しているが，長時閣にわたる血中濃度推

移を予測するためには諭vivOで必要とするタイムスケジュールを考慮した長

時闇のin　vitr◎試験が必須であるという欠点を有している。そこで本章におい

ては。shunt　pa面諭ayを有した拡散モデルを新たに構築し。ニコランジルのin

．vitr◎透過データの解析とinviv◎血中濃度の予測に用いた．

　皮膚を単一な拡散膜（レかも拡散ルートとは独立したS網蹴pat舳ay　PSを有

している〉と仮定すると，経皮吸収拡散モデルはFig．27のように表される。薬

物の基点中濃度が一定で（懸濁状態），しかもXeceiver側はシンク状態を維持し

ていると仮定すると∴iRvitr◎（臼g，27a）での薬物移動の微分式は以下のよう

になる。なお記号の詳細については臼9．27に示した通りである。
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dX，／dt　：O “　e）

dX，／dt　：　一一’　DAi（（3　C，／（3－V）x　一一〇十　DAi（（3　Cs／（3－Y）．v　＝L 伽）

dX，／dt　：一一nv’　DAi（aCs／OX）x　＝＝L

篇のA、（∂（］s／∂κ）。。、＋P、濯、C，

（O　sl｛　t〈　t，）

（g　；2r　t，）
1鴛1

上記の微分方程式並びにFickの第2式 aC，／af　：D（02C，／0．y2） をそれぞれの

境界条件ICS嘱Cv麗X糟，総終期X41及び初期条件｛C＄臨⑬歴驚瓢⑳で解き，

薬物の累績透過璽⑬を求める一般式｛13）を得た。
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〈b）
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X

　　Schematic　diffus　ion　rcoctel　otf　in　vtcsco　（a）　and

in　vivo　〈b）　pexcutaneo“＄　dyug　ab＄oscption

The　skin　ths　postulated　to　be　a　diffusion　membyaAe
with　thi¢knes＄　L，　edffusion　coeff±cient　D　aRd

tyansport　xate　constant　of　shunic　pathway　？s．　The
amounics　of　the　drvzg　dissolved　in　the　vehicle，　skin
and　xeceivesc　pha＄e　are　desigRaiced　as　Xvff　X＄　and　Xsc　r

Mespectively．　［rhe　concenicratioR　of　the　dMug　in　the

vehicle　and　effective　diffusioR　area　axe　designated
as　Cv　and　Al，　respectively．　At　the　vehicle一一skin

bouRdascy　e　the　drug　is　｝partitioned　acco］rding　to　the

paMtition　coefficient　K．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　co
　　　e　＝　DKC．／L・（t　一一　L2／6D）　一　2KC．L／x2　2　（一　1）”／n2’exp（　一一L　n2irg2D／L2・t）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　”翼1
　　　　　＋　P，　Cv（t　一“一　ts）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“　3）

ここで猟Cv／し6D／t2及びPsCvをそれぞれ購躍），P（3）とおき識vl柵透

　　　　　　　　　　　　　　　　67）
過データを非線形最小二乗法Mggx　　　　　　　　　　　　　　　　　　を用いた¢解V研f建t論騨により解析し

た、

　薬物の体内からの消失が2一コンパートメントモデルに従う時ee漁vl鴨での

経皮畷駅絋散モデルは臼撃2海のように図示される、この場合の徽分方程式は

以下のように表わされる。

　　　　di￥i／dt＝A2（d2／dt）一一一（kz2＋kio）Xi＋k2iXz　（eg）

　　　　dAbldt＝k，，X，　一一　k，，X，　（S5）

ここで％は適用面積を，　㍉o慨盟演溺は一次速痩定数を示している．

　1糧）式に輪vive吸収速度，囎／磁　《式1鴛）を微分したもの》を代入して血

串濃度Cpを表す式（騰）を得た。
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ここで　M，N，α，βは一般：武（V）で表される投与量0◎（iv）の時の薬動学パラ

メーターである。なお漁viv◎においてはS翻酸p飢翻ayの項をゼ9とおいた。

Cp（iv）　＝＝　M・eM”t　＋　N・e－yst （S7＞

　以上得られた式を用いて，漁vit　ro（i3式）及び諭viv◎（糧式）でのaコラ

ンジル皮膚透過性のデータを解析した。解析には第1章で得られた水並びに鴨

溶媒での透過速度f（t＞と血漿中濃度び瞼（りの績を用いた《臼9．2i及び日動

22参照〉。

　各々の図く水溶媒の結果は臼9，28に。PG溶媒の結果はFig．29に示した》にお

いては，幽vltr◎での計算された皮窟透過麟線を実測籟と共に左側（a）に．幽

vlt鱒データから計算された恋漿中濃度曲線を実灘櫃と共に右側撫1に示した。
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Fig．　28　Compatison　between　observed　aRd　calculated　value＄　of
　　　　skin　permeation　of　nicoyandil　in　water　treatment
　　　　　（a）　Cumulative　amount　of　pexxneation　in　vitxo．
　　　　　（b）　Time　course　of　plasma　concentration　in　vivo．
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　　　　　　　　　　Time　（h）　Time　｛h＞
　　　Fthg．　29　CoiR｝｛）arison　between　observed　and　calculated　value＄　of

　　　　　　　skin　permeation　of　nicorandU　in　PG　treatnent
　　　　　　　　（a）　Cumulative　amount　of　permeation　in　vitro．，
　　　　　　　　（b）　Time　course　of　plasma　concentration　in　vivoe

　まず巖初に単純な拡散モデル（S縞賊pathway　PSをゼロとおいた》を用いて

泌vitreデータを解析し，得られた値から輪vi》0の挙動を予測した1それぞ

れ図中面tted　ll冊で示した》。図から明らかなように，水及び鴨溶媒ともに

諭vl鞭。でのシミュレーシ9ン曲線は実測埴と良く一致していた。　Wt　vlvoに

おいてはPGでの前半部分を除いて計算された予測値と実測した血漿申濃度はあ

まり一致せず，特にP§での後半部分《6時間以擾〉で顕著であった。この傾向

は第1章のコンボりユーシueン法での結果と同様であり，時間の経過とともに

田vitr◎とiA　vivOにおける皮麟透過性にずれが生ずることを示唆している。

この点を確認するために，次にiRvitr◎のデータの前半部のみ（0～10時間〉

を用いて解析を行い，得られた値からin　vivOの予測を行った（図中dashed

line＞．その結果，血漿中濃度の計算値は水及びPG両者において実測値と良く
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一致し。このことは水やPGといった親水性の基剤を用いた時輸vitp◎透過実験

の初期の状態，すなわち鯉dr飢ぬ駐の影響等を大きく受ける前の皮魍の状態が

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総）
諭viveでの状態に近いことを示唆している．この点について9ekiら　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　は，

鯉伽鍍ぬ轟による皮懸透過性の変化はその透過物質の特性による，すなわち水

やメタノールといった極惟物質は鯉齢麗瞬聾によりその透過性に影響を受けな

いのに対して。ブタノールやヘキサノールのような比較的親漉性の物質は細翻

watienにより鱒時閣以鰻の透過係数がほぼ裂倍になったと報告している。今回

の実験に使用したニコランジルに畷らず。比較的親油煙の薬物の場合には．輪

》震艶実験では皮膚の蜘三二鐙鹸に起因する透過係数の変化が予想されるため，

輪》歳艶から輪i￥’iveへの予灘に憾その点に注意をはらう必要があり。解析に

使用するモデルにも工夫が望まれる。

　以上の結果から，輪》建山と議vl鴇の皮麗を岡…の拡散膜と考えるよりは

諭vitglaSCおいて輪vl　veと紘異なる透過ルートの存在を考えたほうがより実

際的であると思われた。そこで喩》睡瞭での後半部《今回は鱒時闇以後とした1

にS三三を導入したモデル《内≠⑬》を用いて輪Wl　eroデータの解析を行い，

得られた纏を温いて輪kglVO挙動を予点した1図中soi漏line）．その結果，

前記の二時闇までのデータを用いた場合と翻様に撫漿中灘度の予灘櫃と実灘魑

は良く一致し。二：コランジルの経皮吸収を拡散モデルで解擁する際，受動拡散

の項だけでなくS鰍醒隙回忌yも考慮したモデルが有用であることが示唆され

た。
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第4章 コンパートメントモデルによる解析

　藥動学の分野においては，薬物を経口投与したり静脈内投与した際の体内動

態の解析にコンパートメントモデルが汎用されている。経皮吸収の解析におい

ても皮麗を独立したコンパートメントと見なしたモデルがいくつか報告されて

　　　68－71）
　　　　　　　　　，コンパートメントモデルは拡散モデルと並んで最も一般的なモデおり

ルとなっている。本図においては，第2章と事様に＄輪齪p飢舳劔を有するコ

ンパートメントモデルを構築し，ニコランジルの皮膚透過データlrゆ，罰及び

Fig，22）を解析した。
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X

　　　　　　（融）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（b）

　　＄chemati　c　coanpartraent　modek　ofi　in　viitxo　（a）　and

in　vivo　（b）　peMcutaneous　dr“g　absoscption

　　Xv　r　Xs　e　Xx　g　Cv　and　Al　axe　the　＄arae　in　the　legend

　　to　Fth｛y．27．　！rhe　fixstsoMdey　rate　constants　connecting

　　each　comr｛axtmeRt　aMe　designated　a＄　ki，kj　and　kd，　and

　　that　of　shunt　transpoMt　is　indicated　as　ks．
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　基剤，皮顧，Receiver相をそれぞれ独立したコンパートメントと見なすと，

invitr◎経皮吸収モデルはfig．　3のaで表される。薬物の墓剤中濃度が一定でし

かもReceiverrwがシンク状態に保たれていると仮定すると，（18）～（20）　rkが成

り立つ。なお記号の詳細についてはFig．39に示した、

　　　　dXv／，dt　一一h－e　ff　g）
　　　　dXs／d∫一凧一蝋　（whe・e　A一・・　kj＋k・）　　　　　　（eg）

　　　　dXr／dt　：kdXs　（O　S　t〈　ls）

　　　　　　　：kd　X．s＋ks　f￥v　（t　1｝ir　tt）　（2　es）

この微分方程式を解いて単位面積当たりの累積透過塁Qを求める式（2Slを得た．

　　　ρ一橘κ。／k，／誕・｛！＋exp（一　k，t）／k，　一g／ん，｝＋姻v／4・（’一⇔　　　梱》

（2S）Stにおいて紹懸XV／駄e酎，　Ke及び総XV／紹をそれぞれP（1），F（2），以31とお

きe諭vitr◎透過データを瀞冒豆を用いたcwa　elve・・fittlngにより解析した。

　蝕vlVOでのコンパートメントモデルは臼g．3のbのように図示され，この塀

合の微分方程式は拡散モデルの時と同じになる（縫及び15式〉．（24）式に吸収

速度㈹／dt（式（21）を微分したもの》を代入して血中濃度CPを表す式婬2）を

得た。
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c無）1葺器…＋謬筑1｝

　　　　　P（1）｛P（2）（M　十　N）一一一　ctN　一一一　6M｝
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｛ct　一　P　（2）｝｛6　一一　P　（2）｝

，一p（2）t＋ll！（112Sgf｛1）i　：一｛！l！！trfQi）（ctN＋6M）］

（22）

　　以上得られた式を用いて・諭vitre｛欝式）及び輪viv◎（22式1でのニコラ

ンジル皮顧透過データ（水及び鴨溶媒〉を解析した。
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＄kin　pe2rmeation　of　nicorandU　in　water　tveatment
　　　〈a）　Curaulative　arnount　o　f　pemaeation　in　vitiro．

　　　（b）　Time　course　of　plasma　concentration　in　vivo．
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F±g．　32　Corapartson　betweeR　ok）served　and　calculated　values　off
　　　　skin　pervaeatioA　of　ntcovakdil　in　PG　treatmenic
　　　　　　（a）　Cumulaicthve　aiyiount　ofi　peymeatien　in　vitro．

　　　　　　（b）　Wirae　couscse　otf　plasraa　concenicvation　iR　vivo．

　臼鵬叙及び臼凱鐙に得られた結聚を示した。解斬方法は第3輩の拡散モデル

の時と腫1一で，薯糠蛾waSk轡ayをゼesとおいた時輔⑪雛駐鴫ll蟹縛，　1轟》ほ錯⑪の

前半部のみのデータを用いた時（磁曲鍵llne），後半部に＄漉醗瞭臨聡》を導

入した時総劔絃lime＞の3通りで行った。いずれの解析によっても得られた結

粟は拡散モデルの時と羅様な傾向を示し，拡散モデルとコンパートメントモデ

ルは諭V観律O皮麗透過デーータの解析並びに諭vlt　vaからlge　vlV9の予測性とい

う点ではほぼ同等であると考えられる。
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第5章　考察

　皮縄適用製剤は摘出皮窟を用いた諭vitreでの評価が可能な点で他の投与剤

形と大きく異なっている．しかしながら最終目的はあくまでも給viVOにある

ため。漁vi鞭⑪での結果をいかにして漁vlveに反映させるかが璽要な問題と

なってくるeそのため従来から拡散モデルやコンパートメントモデルによる解

新が試みられてきたが。むしろ論vltreの皮膚透過煙の解析や予灘を目的とし

たものが多く，血中濃度の予測を目的としたものは少なかった。また当然のこ

とながら。血申濃度の予蝕法に歯して幾つかの方法を比較した例も見当たらな

い。そこで本研究においては3種類の方法．すなわちコンボリューション法，

shwwt　pa籟総yを有する拡散モデル，同じくS鑓齪llftthwayを有するコンパーー

トメントモデルを用いてeニコランジルの諭vltgle皮膚透過データの解析と諭

viv◎の予測盤を比較検討した。輸嚇§4に各方法の特徴をまとめて示したが，

それぞれが利点と欠点を有しており一概にどの方法が優れているとは言えない。

したがって，目的に応じて各方法を使い分けることが璽要であると考えられる。

　コンボリューション法は過去において経皮吸収の解析に応用した例がないた

め，純溶媒を基剤とした単純な系のみではなく畷鰹鳥進剤を含む基剤でもその

：有用性を検討した。その結聚，コンボリューション法により輪viv◎での血漿

申濃度の予測が許容できるバラツ‡の範囲内で可能なこと，また畷収促進剤を

含む系でも実用的であり特に最終製剤に近い形態で評価したin　vitro透過実験

の結果はその製剤を適用したときのin　vivOの予測性に纒れていることなどが

明らかとなった。
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　拡散モデルは使用するパラメーター〈拡散係数D，分配係数K，バリヤーの

厚さt＞がそれぞれ物理化学的に意瞭のあるものであり，解析して得られた結

果を経皮吸収のメカニズムや透過ルートの推測に用いることができるe本編で

はin　vlV◎の予測という点に絞ってモデルを利嗣したが，むしろ輪vitre皮膚

透過データの解析に適した方法であるといえる《第3編においては拡散式を利

用して各動物における諭vitro皮膚透過盤の解析を行い，種差の要因を明らか

にした》。

Table　4　Comparison　of　the　chayacteristics　o£　the　diffusioR
　　　　modelff　compartment　modeX　aRd　convolution　me　thod

Method　（Medel） Diffusio＃ Compart罫肩ent Conv◎ねt雪。織

Model　dependency

P員ys圭C◎che頭ca董孤ean薫織gs　of　t員e

para絹eters　i糀　re］at漸。轟　も◎

skin　permeability

Derivation　and　utHization　of

the　equation

εst壌瀟at至0轟　◎f　tぬe　b100d　C◎Bce織一

もギatio轟　bey◎nd　宅量｝e　竃“　Vてtro

experimenta｝　period

S1考9ぬt　chδnge　or　田◎dif至cat肇◎跨

◎f田◎de、

1）epe轟de轟t　　　　　　　　◎epe轟dent

Parameters（D，K，L＞　Parameters（ki，kj　s

・r騰a痂9鋼　kd）・・e　less

　　　　　　meaningful
賊ost　di｛｝fic媛竃t　　　Difficult

Possible　Possible

　　　bPossible 　　　bPossible

　　　　aIBdependent

麗◎　parδ田eters

are　ifsed

Easier

Impossible

Impossible

a＞　　Usefu王　whaもever　（三rugS　are　I駐e毛ab◎悪ize（玉　an（圭／◎r　adsorbed　i為　the　sk竃n．

b）　For　exemple，　introduction　of　shunt　trenspert．
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　コンパートメントモデルはin　vivoでの経皮吸収の解析に良く用いられてい

る方法であり，この目的においては最も確立された方法であると考えられる．

本研究においては，皮慮を一つのコンパー一一トメントとして取り扱い解析に用い

たが，拡散モデルと同様にs簡賊pathwayを導入することにより輪vit　roから

の予測値とinviv◎実測値を一致させることが可能となった。計騨式の誘導も

拡散モデルに比べると容易であるため。経皮適隅後の薬物の体内動態の解析に

用いるには有用な方法の一つであると考えられる。

　一般的にモデルを複雑にすればするほど使購するパラメーターが多くなり，

結果として六輝値と実録値のより良一致が得られる。今回も拡散モデルとコン

パートメントモデルにshuntという項を一つ加えることにより満足できる結果

が得られたeしかし＄hu　nt　pathwayに関しては汗腺や毛嚢由来の透過ルートで

あるという説や，今回のようなhyd　wationに因るものだという考え方もあり，

全ての薬物においてその導入が妥当であるとは隈らないeしたがって実用的に

は。より簡便な方法で許容できる範囲内のバラツキに収まるものが望ましく，

その点において第2章で確立したコンボリューション法は踊odel輪depe幡e醜

でありしかも複雑な計算式を必要としないので，利用価値が高いものと考えら

れる．以上の理由から，とト酌viv◎を予測する第4編においてはコンボリュ

ーション法を用いることにした。
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第3編　．ニコランジルの輪vitro皮麗透過性における種差とヒトへの

　　　　　72）
　　　予澗

　序論でも述べたように経皮吸収実験の最終目的はヒトにあるためeヒトを用

いた検討が自由にできればそれに越したことはないが，様々な制鰻から本研究

で購いたようなヘアレスラットなどの動物での爾究が大部分を占めているのが

現実である。しかしながら動物とヒトの間の経皮吸収性には大きな種差が存在

することが知られており零亀憾’73），動物でのデータをそのままとトに当ては

めることはできない。この間題を解決するために種々動物とヒトの皮魍を羅い

た比較実験が多敬行なわれており，ヒトの経皮吸収性に近い勤物種についての

報告もいくつかあるe倒えば．融霞鰍らはミこブタが良いモデル動物であると

　　　　　7尋）
　　　　　　　。総蕊解らはサルにおける幾つかの薬物の経皮畷収性がヒトにしているし

近かったと述べている？5）．しかしこれらの報告のほとんどは選択した薬物の

動物とヒトでの一致健や相違について論じているだけであり，動物実験データ

からヒトへのアブtt一チを試みた例はほとんどない。

　第1編並びに第2編において著者は，ヘアレスラットを用いて輪》建鱒，漁

》1鴨両面からニコランジルの経皮吸収煙を評価してきた、特に第2編では，，輪

》建艶摘出皮窟透過性から輪vive血申濃度鑑移を簡便に予灘する方法を確立

できたので。本編においては輪vl｛　va皮麗透過性における種差の解析とヒ：トで

の漁vit　ro皮麗透過性の予測，すなわちアニマルスケールアップの検討を試み

た．
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第1章　動物データからヒト皮麟透過性の予測

　本章では，種々動物の嫡出皮慮を用いて二：コランジルの透過実験を行い，得

られた結果を拡散モデルで解析することにより種差の原因を考察したeまた，

拡散モデルによる解蛎データと角質層／基剤闘の分配係数の魑を溺いてヒトに

おけるニコランジルの輪》itre皮膚透過性を予測し実測値と比較した。

Tetble　5　Expertmental　species

Hairless　rat　（WBN／kob）　130－170　g

Guineft－pig　（Hitrtley）　300　－　350　g

Dog　（beagle　＆　mongrel）　10　－　　15　kg

Pig　　（LWD，　4－35　days　old）　2　－　　 6　kg

　了抽le　5に本門で使用した動物の一覧を示した。ヘアレスラット。モルモッ

ト及びイヌは腹部の皮膚を摘出して用いたがeブタは鼠紙中に腹部を傷つけ易

いため背部の皮闘を使用した（実際に肉眼で観察される腹部角質層の傷が多か

った〉。またブタ以外の動物種は成獣を用いたが，ブタは幼児期あるいは離乳

期轍の繭の麗性が臓鰍トに近いという報告があるため2。・　76）荘

後1か月程度までの未成熟のものを使用した。ただし生後闇もないブタ（2日令〉

の皮膚に関しては，角質魍のバリヤー機能が未発達と思われる結果が得られた

ので（Fig．　33），本研究においては生後4～35日令のブタを用いた。
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　　　　　　　　◎　　　　　　　8　　　　　　、6　　　　　　24　　　　　32
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Table　6　Coinparison　o　f　the　perrae　al＞Uity，　Kp　and　lag　time
　　　　fO：ど　Skin　pe：ど搬eatiOn　O：ε　捻iCOrand：記l　f：じOm　aqUeOUS

　　　　suspension　in　seveval　species

Species N
Kn　（cm／h，　xlo4）

p
Lag　time　（h）

Hairless　rat　5

Guinea・一pig　5

7e27　±　Oe77

5eO8　±　le23

1e69　±　Oe30

2e85　士　0。15

3e51　±　Oe33

5e27　！：　Oe46

6e53　±　Oe93

5e91　±　Oe48

　Fig．34に各動物における水懸濁液からのニコランジル累積透過麺をプロット

した．図から明らかなように，ニコランジルのinvitro皮膚透過慰における種

差は顕著で，ヘアレスラットが最も高くイヌが最も低かった。この時の透過係

数（ゆ）とラグタイムを算出しTabie　6に示した。ゆ並びにラグタイムの値より，

慮種の動物の闇ではニコランジルの透過に対するバリヤー能に約亀5倍の差が

あることが示峻された。

　第2編において，薬物の皮露透過メカニズム等を論じるには：コンパートメン

トモデルよりも，得られたパラメーターが物理化学的な意味を有する拡散モデ

ルを用いた解析の方が適していることを述べた。したがって本編においては。

皮顧を均一な一層と見なした拡散式（S3式のS三二ゆat㈱ayを除いた部分》で

上記の透過惟のデータを解析した（23式〉。用いた記号は前述の通りである。

　　　　　　　　　　　　　　　　（～＝∠）κC。／乙・（トム2／6∠））一2KC。L／π2Σ（一1）・／η2℃xp←n2π・∠）／ム・・‘）　（23）

　　　　　　　　　　　　　　　n＝1
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　ニコランジル皮慮透過牲における各動物種の鉱散係数Pと分配係数麗を求め

るために1鋤式備と礁に123）式の照。畷とll／ρをそれぞれ剛），爵の

とおいて，鋪雛丁璽を湧いて臼鋤調のデータの醐四研脅雛1鑓を行ったeそれぞ

れの動物種で得られた躍恥及び縦鱒の収束魑を翰蝕掩7に示した。

Tal）le　7　Compayi＄on　of　？（i）

　　　　species
and　P（2）　values　in　sevexaX

Species p（1）　（yg／cm2．h）a　p（2）　（h”pm1）b

Naiyless　rat

Gu壌nea－P蚤9

Dog

Pig

19．40ア　士　2⑬043

130553　±　30277

4鱒523　士　0⑳799

7、504　士　0魯340

0㊥0491　士　0の0045

0eO329　！；　OeOO36

0eO276　；！；　OeOO49

0．0296　g：　o．oo24

a）ゴKCv／L　b）D混

　捻謹eアで得られた餌壌1。P（2）の纏から｛翼1及び捻51式を用いて騒並びに翼

値を計騨した。このwa　，　C》には3ア℃におけるニコランジルの基剤／水》串溶解

度（26．7醐／鮒1を，　iには皮膚切片から顕微鏡を用いて測定した各動物におけ

る角質層の厚さを代入したe

D＝p（2）．　t2

K－P“）et　／　De　CV

〈2g）

（25）
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　Table　8に計算されたD及びKの値を顕微鏡で測定したそれぞれのtの値と

ともに示した。　4種の動物の中で比較した場合，最も顕著な差が見られたのは

分配係数Kの値で，この値が一番大きいヘアレスラットと一番小さ’いイヌの闇

には3倍もの差が見られた。それに対してDやiの纏には有意な差は見られな

かった．

［Vable　8　Comif＞arison　of　dif£k｝sion　coefEicient，　Ds　partition

　　　　cOefficientr　K　aRd　bayMier　thic］〈ness，　L　in　several

　　　　specre＄

Spec竃es D（cm2／い107） K
L　（cm，　xlo3）

Hairle＄＄　rat

Guinea－pig

Dog

Mg

1㊤164　士　Oe108　　　　9鱒68　士　Oe67　　　1⑧54　士　Oe33

1e138　±　Oe125　8e61　tc　2e37　ie86　：tc　Oe12

］⑲093　士　0働195　　　　3，44　士　0、94　　　1⑨99　士　0。43

0．905　士　0。074　　　　5麟68　士　0⑧51　　　1e75　士　Oe24

　拍損¢8で示した3種のパラメーターと皮麗透過性の関係をより瞬らかにす

るために，すなわちニコランジルの皮窟透過係数の種差に及ぼすB，Kあるい

は1．の影響を調べるために，横軸にそれぞれの動物でのD，K，　しの値を、縦軸

に対応するゆの値をプロットした（臼g．35）。その結果，　9及びKの値が大きい

ほどKPは大きく。反対にしの値が小さいほどゆは大きくなる傾向が認められた。

しかし4種の動物闇でのKP値の大きな差に比べてDあるいはtの差は小さく，

二：コランジル皮圃透過性における種差への影響は少ないものと考えられた．そ

れに対してKの動物閻格差は大きくKP値との闇に明らかな正の相関が認められ
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1？ig．　3S　Effect　of　diffusion　coefficient，　Df　partition　coeffiedeRte
　　　　Kダ　and　ba：if：rier　thick捻es＄が　L　o籍　the　per搬eabilityダ　Kp　of

　　　　nicoxandil

たことより一画⑪。97の，基剤から皮膚への薬物の分配に種差の大きな原因があ

ることが示唆された。

　薬物の皮膚透過性の変化を，その薬物の基剤と角質層の闇の分配係数の違い

として捕えた報告は多い17篇79），そこでその分配係数の違いについてさらに

考察するために，ニコランジルの基剤《水》と角質層闇の分配係数を実験的に

求めた。各動物の角質層はそれぞれの翻目飛短ck総SS　sWt　Rをトリプシン処理

することにより得た。またヒトの角質層としては足嚢の角化したカルスを削り

とって用いた。Tabie　9にはこのようにして得た角質層と水との閤の二：コラン

ジルの分配係数を示した．この表から明らかなように。分配係数の実験値にも

種差が認められることがわかった．臼g。36にはTable　8で示した分配係数の計
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Table 9　Comparison　of　the　partitiolt　coefficient　of　nicoMandil
　　between　st」fatum　coMneurri　and　water　in　seveiral　species

Species N Partition　coefficient　at　370C
　　　（stratum　corneum／water）

Hairless　rat

Gui　nea－pig

Dog

Pig

Human

4

5

3

4

5

10e38

8e55

4．48

7e90

÷

轍
÷
剛

Oe94

Oe99

1e63

0e69

7e25　±　le25

ω
三
邸
＞
y
篇
セ
理
て
ω
α
×
国

12

IO

8

6

4

　　　　　　　　　　　　　　Mg

　　　Hun｝an　mp
醐鰯一m一咽嗣陽蝋P欄贈吻噂膳鯛轍騨順■襯り鞠騨鞭欄　働■●●一齢■欄聯御輔鞭欄

a
s Dog

一
馨
聾
響
f
●
蓼
一
薯
－
一
饗
一
婁
置
響
薩

Rat

a
s
　G魏「藝為ea－pi9

o 2 4 6 8 10

Calculated　K　value

Nge　36 　　Re4aPionship　between　the　calculated　and　experimental
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算値とTable　9で示した実験値との関係をプ日ットした．両者の間には明らか

な正の相関が認められ（r纈O．　945），この結果はニコランジルの皮醗透過惟の種

差の主な原因が薬物の基剤から角質層への分配の差にあることを示している。

小松らもブチルパラベンの経皮吸収実験において。モルモットとヒトにおける

分配係数の実測値が透過係数と高い相関を示したことを報告しており＆◎），今

回の結果を支持する一例であると考えられる。

　rk　（23）は⑪，　K，塗，　C》といったパラメーターから，逆に薬物の累積透過墨Q

の嬢を計算できることを示している。そこで以下の方法でヒトにおけるニコラ

ンジルのそれぞれのパラメーターを算出し，（23）　rtを用いてとトでの累積透過

璽を冤積った。分配係数臨ま，賢甑3§に示した動物でのデータの回帰直線にヒ

トでの分配係数の実験櫨σ曲睡9）を内挿して求めた（臼鼠3§に点線で示した

部分1。拡散係数瞬ま．τmbie　9において轟種の動物闘でむの魑にほとんど差

が見られなかったことより，動物での騒の平均値をヒトにおける績とした．バ

リヤーの厚さtは．動物での場合と周様に皮慮切片の顕微鏡測定により求めた．

以上をまとめて9abie締に示した。

［Vable’IO　Estimated　difEusion　coefficientg　De　Partition
　　　　coefficientf　K　aRd　bayrier　ichicknes＄，　Y　in　human

Parameter Estimated　value

D　（cm2／h）

K

L（c鵬）a

　　　　　一7
1．075　x　10

6e15

　　　　－31．82　x　10

a）　Microscopically　determined．
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　最後に，これらのパラメーターを式（23）に代入してヒトにおけるXコランジ

ルの皮圃透過騒を算出し，その予測曲線を臼g．37に示した、臼鶴37にはヒト摘

出皮講での実測値も併せてプaットした。その結累，予測曲線と実測値は良く

一一一@ikし，特に8時論までは予測魑は実測魑のバラツキの範囲内にほぼ収まった。

8時閣以後，実測値と予測値の闇にはずれが生ずる傾向が見られたが，製時論

後においてさえもその差は3幌程度と少ないものであった。このことから。拡

散式（23）と動物実験から得られた3つのパラメーター①tK及びt）を用いて

累積透過璽を簿出した本法が．ヒトにおける鰹皮吸収盤の予嗣法として非常に

有用であることが示唆された。ただし今回の見積りでは論詰バリヤーの厚みが

顕微鏡測定した時のまま変化しないと仮定したが。透過実験においては細伽翫

tionの影響等により角質層が膨潤してそれが実瀾纏とのずれの要因になってい

るとも考えられるので注恵を要する。また分醜係数を求める時ヒトの角質層と

して入手が容易なカルスを用いたが，実際の透過実験は胸部の嫡出二仏で行っ

ているのでその部位差もずれの要因として考慮する必要があろう。特に後者に

ついては，ヒドaコルチゾンの分配係数が胸部角質層よりも足嚢のカルスの方

　　　　　　　　　　　　　　　　gv　　　　　　　　　　　　　　　　　　，本法を他の藥物に応用する際には適が約1，　6倍高かったとの報告もあり

用部位による差をも考慮した解新が重要であると考えられる。

　経皮吸収実験の最終爵的はヒトにおける皮膚適用製剤を開発することにある．

したがって薬物のヒトにおける諭vitr◎透過煙のデータはその薬物の新しい有

用な製剤開発のために非常に多くの知見を供給するに違いない．しかしヒト摘

出皮慮を入手し透過実験に供することは本邦においては非常に難しく。一般的

には動物を用いた由vitroあるいはig　viv◎実験から直接ヒトin　vivO試験に

移行せざるをえない．このような状況を考えると。たとえ多少の誤差を含んで
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いても，ヒトの皮慮を用いることなしにヒトでのin

きる本法の有用惟は高いものと結論づけられるe
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第2輩　ヒトへの予測に適した動物種に関する検討

　前章においてとト摘出皮圃を用いずにニコランジルのt：トでのin　vitro皮麟

透過性を予測した．しかしすべての場合にこの様な多種の動物を使用すること

は困難であるため，ある種のモデル動物の結果をそのままヒトに外挿できれば

それに越したことはない．そこで本当においては，ヒトでの薬物透過性に近い

動物種の検討と動物閥で見られた種差の原因について，特に分配係数の差異を

中心に様々な観点からの検討を加えたe

　Tabie鯛は回廊e　6で示した各種動物皮麗でのニコランジル透過係数にヒト

及びヘアレスマウスでの結果を追加したものである．Xコランジルの皮膚透過

性はヘアレスマウスで最も高く，またイヌで最も低くその差は約6倍であった。

ところがブタとヒトの透過係数は良く一致しており，ヒトの予測のためのモデ

ル動物としてはブタが有罵であることが示唆された、ブタ皮購の有用性につい

ては，酌蔽ag舩らが解剖学的，線織学的側面からヒトの皮瞬に類似しているこ

　　82＞
　　　　、またF◎漁esがブタの血管系の分布や大きさがヒトに近いことを報告とを

　　　　83）
　　　　　　eもちろん薬物の皮膚透過性に関してもヒトとブタの間の一致性している

を指摘した文献は多く呈O’76’　84）．挽yerらはブタの皮趨が形態学的にも機能

的にもヒトを近似できる階の動物であると結論づけている85）．瀦もまず

最初に形態学的並びに絹織学的な観点からの検討を試みた。
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Tal）le　il　Corcparison　of　the　skin　permeabUities　of　nicovandil

　　　　from　agueous　suspension　in　several　species

spec竃es N
KA　〈cm／h，　xlo4）

p

Ha董y・iess　r轟ouse

Ha壌rieSSゼat

G雛勧ea－P薫9

Dog

P竃9

融孤a轟

4
5
5
4
6
◎
3

1OeO8　i；　3e48

ア轡27　士　0⑱77

5⑳08　士　i曲23

1．69　！；　O．30

2．85　！；　O．15

2ゆ66　士　0鰯75

　臼藍認には各動物及びヒト鏑出皮膚の切片写真を示した．経皮畷収の主なバ

リヤーである角質懸を比較すると，透過性の高かったヘアレスマウスやヘアレ

スラットの角質層はその一層一層が薄くしかも層数が少ないため全体的に非常

に疎な構造になっている．それに対して透過性の低いイヌ．ブタ及びヒトの角

質層は非常に密になっており，こ⑱様な角質層の形態学的な差異が種差の一つ

の要因であることが示唆された。また角質層だけでなく表皮や真皮の厚さ，形

状並びに付属器官《毛嚢．汗腺等〉の分布といった皮麟の全体像から判断した

場合，ブタがヒトに最も近似していることが明らかとなった。

　上記の皮窟切片の顕微鏡観察により得られた角質層，表皮く角質層を除く〉

及び全皮麗の厚さをVabie鴛に示した．最も種差の大きいのは全皮膚の厚さで．

角質層自身の厚さはヘアレスマウスを除いていずれも15～20　nc　vaの閻であった．
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．Fig．　38 ．Mierotome　seetion　photograph　of　anirnal　and　hurnan　skin
．（a）　Hairless　mouse；　（b）　hairless　rat；　（c）　guinea－pig；

　（d）　dOg；　（e）　pig；　｛f）　hurnari．

The　scale　bar　indicates　50　pm．
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Table　12　Compautson　ofi　the　skin　thickRess　in　several　specthes

Species Stratum　corReum
　　　（岬）

EpidGrmis
　（岬）

WholG　skiR
　　（綱

HairlGss　mouse

’Hairless　rat

Guうnea－Pう9

Dog

Pう9

Hum＆n

8。8士LO
35㊥4士　3⑭3

18e6士　1㊤2

19e9　士　4m3

17⑧5士2＠4

18⑳2　士3e3

18留0士　 】◎5

23⑳8　士　　5＄3

20働8　士　　1e4

28⑭3　士　 4㊥4

50e7　fu　lle4

51e2　：1　］2e2

Oe41　士　0鯨02

0衝86　士　0窃06

1⑳i5　士0曹07

竃⑱71　士　0、，16

1堺74　士　0。18

2．58　：！i　O．07

Table　13　Compaxisoit　ofi　the　skin　¢onductance　M
　　　　　sGvescal　spectes

Specうes N Conctesctftnce　（yev）

Ha葱rleSS　田0しIS　G

Haうrless　ゼa　t

Guineae－pig

Dog

Pig

Human

5
フ
♂
β
◎
搾
◎
Q
／
O
O

308e8　！；　tl’2e3

iア8ゆ6　士　21働7

211e8　：！　36e2

167働3士21⑧4

224麟4　士　14魯6

327e6　tr　35e3

　次に，皮膚の水分保持能を蒸留水滴下後の皮麿コンダクタンスを測定するこ

とにより比較した｛Vabie鴛1。ヒトの場合前腕部での測定値を採用したがe胸

部における周一人での測定値は334．9±42鳶μ融◎であり前腕部の値と大差な

かった。τable　13の結果からヒト及びヘアレスマウスの皮膚の水分保持能が他

の動物に比べて高い（正確には電気抵抗が低い〉ことが示唆された．
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　角質層の主な構成成分はケラチンタンパクとそれらの細胞間を埋める脂質で

　　　　　　　　　86）
　　　　　　　　　　　e細胞閻脂質の大きな役割の一つは皮膚からの水分蒸あると言われている

発（Transepidermal賑ter　t◎ss；襯し）を制御している点にあり87，　88），τ既が

皮膚のバリヤー能を反映していることから考え併せると。角質層中の脂質量が

購バリヤ縄を左右するとも考えられる89）eまた詣溶藤物の主な透過

ルートは細胞間脂質を通るいわゆるtipiCt　do融柵r◎uteであるとも言われてお

り90と角囎中の鮨質暴を知ること腫要である。醐究においては諏ト

輸viv◎での脂質採取を考慮して比較的安全なアゼトンカップ法を用いて実験

を行い。単位面積当たりの脂質量で比較した。この際，ヘアレスマウスは皮膚

面積が小さく輸viv◎でのアセトンカップ法が使用出来なかったため，嚇酔下

で素早く皮瞬を摘出し縦型セルに平らに伸ばしたものについてアセトン抽出を

・lable　14　Comparisen　of　the　skin　surface　lipids　in　several　species

Lipids　（yg／cm2）

Species
Acetone　ext．　Chloroform一一Methanol　ext．

Hairless　mouse

Hairiess　rat

Guinea一・pig

Dog

Pig

Human

212．4　±　32．0　（s）　a

273e3　±　36e2　（7）

224e7　！；　24eO　（6）

　　ND　b

］30eO　±　19e9　（3）

60e5　±　6e9　（8）

163e5　±　36e2　（4）

269e3　±　47e8　（6）

179⑧7　士　52Φ4　（3）

　　ND
125eO　±　14e6　（4）

　　ND

a）　　丁he　values　in　parentheses　aγ・e　the　number　of　determinations。

b）　Not　detefemined．
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行った。iable纏に得られた結果を示したが，アセトンでの脂質の抽出が不十

分であることが危惧されたので，動物の摘出皮膚からクas　ueホルムーメタノー

ル混液を用いて抽出した結果も併記した。その結果，アセトンカップ法とクfi

ロホルムー三二ノール混液抽出の閥に有意な差はなく。したがって皮表贈質量

としてヒト輪》1鴨での灘定が可能なアセトンカップ法での値を採用した。

Table　IS　Corapartson　of　iche　water　pescrueability　in

　　　　seveMal　specie＄

Species N
K．．　（cm／h，　xlo3）

p

Ha謹rless田ouse　3

Hairless　ritt　3
Gu堰neft－Pう9　　　　　　　　3

日uman　　　　　　　3

3e38　：！；　Oe46

2魯96　士　Oe24

1e4’8　：！　Oe27

1働30　士　OeOg

i．71　rk　O．40

1te　39　1　Oe28

　第1編において，ニコランジル経皮吸収の主なメカニズムとして溶媒と共に

皮麗を透過する齢1鴨戴ll　ra　gの可能盤を示唆した。本編では基剤《溶媒）とし

て水を用いているため，水の嫡出皮慮透過性を知ることはニコランジル透過性

の種差を考察する上で璽要であると考えられる。そこで各動物並びにヒト摘出

皮顧で水《重水》の透過実験を行い，結果を稔Me循に示したe表から明らか

なように，水の透過係数はヘアレスマウスで最も高く，以後ヘアレスラット，

ブタ、モルモット．ヒト，イヌの噸で滅少した．
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　以上、iabies　12～f5まで各摘串皮購から得られた特牲値を示した．これら

特性値とニコランジル透過性の関係をより明らかにするために，横軸にそれら

特性値を縦軸に対応するma　］ランジル透過係数をプttットした1臼g．3劔、両者

の裾関煙が良かったものは角質層の厚さ，皮表脂質量並びに水の透過係数であ

った．申でも各動物闇の皮表脂質量の変化に伴いニコランジル透過係数が大き

く変化することが明らかとなり，角質層が他の動物に比べると特別薄いために

単位面積当たりの脂質璽としては少なかったヘアレスマウスを除外すると，膳

質墨と透過係数は非常に良好な相関盤を示した、そこで以下に皮表贈質量の種

差に及ぼす影響について若干の検討を加えた。
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　臼9，⑳には第1章で得られた角質層／基剤《水）悶のニコランジル分配係数

｛職姻駐9｝と今回得られた皮表脂質墨の関係をプ目ットしたが。脂質量の増加

に伴い分配係数が直線的に上界することが明らかとなった。したがってXコラ

ンジルの摘出皮膚透過煙における種差の最も大きな原因として上げられた皮膚

から基剤への分配の差は，溺いた動物種の皮表脂質量に基因しているものと考

えられる。その点においてヒトでの脂質量に近い値を示し，しかも角質層の厚

み（Table鴛）や水の透過係数（Table籍）においてもヒトの植に近かったブタの

皮麟の利用は有罵であると結論づけられる。

　第1編及び第2編で述べたように，経皮吸収性の乏しい薬物の吸収改善のた

めに吸収促進剤の利癩が盛んになってきている．吸収促進剤の多くは角質層申

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5の｝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，前述の1贈の脂質に作用して薬物の吸収を上げることが報告されており
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や《Z◎fteもそうした捉進剤の中の一つである．したがって，皮表脂質墾と吸収

促進剤の促進効果の開係を調べることによってもヒト予測に適した動物種に関

する考察が可能であると考えた．臼g、瑠には鱒鰻躍／総からのニコランジル透

過係数を，Fig．翻には認鮫◎聡／水からの透過係数を，それぞれのコントtt一ル

《吸収促進剤を含まない醗あるいは水溶媒）と比較した。いずれの場合におい

ても脂質量の多いヘアレスマウス．ヘアレスラット，，モルモットでの促進効果

は著しく，反対に脂質量の比較的少ないブタやヒトでの促進効果は小さかった。

したがって脂質に作用点を持つと言われている璽囲やAzeiteを吸収促進剤とし

て添加した時の薬物の皮膚透過性の種差は大きく，ヒトの予測に際してはより

一層の注意を要することが示唆された、しかしアタでのニコランジル皮膚透過

性は豊贈やAzoeeeの添加の有無にかかわらずヒトでの値に近く，このような系

でもブタ皮麟の有用健が曝らかとなった。

第3章　考禦

　モデル薬物として選択したニコランジルの経皮畷収煙における種差とその原

因について輸》建懸の系で検討し，ヒトへのスケールアップを試みた、

　第皿沼においては，拡散モデルを羅いて皮膚透過データを解析することによ

り薬物の皮膚中拡散係数⑬と基剤から皮膚《角質層〉への分配係数翼を求め，

角質層1バリヤー》の厚さむとともに透過係数への影響を調べた。その結果，

分配係数に巖も大きな種差が認められ，しかもその分配係数《計算纏》は実濡

した角質層／基剤闇の分配係数〈実験値〉と良好な相関性を示すことが確認さ

れた。ニコランジルのヒト皮膚透過性が動物実験で得られた上記の結果を反映
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していると仮定することによって，ヒトでの角質層／基剤間の分配係数値と拡

散式とからヒトにおける諭vi鞭◎皮麟透過糎の予測を可能にした。この方法を

用いる場合の璽要なポイントの一つとして分配係数の実灘値の正確さが挙げら

れる。本研究ではヒトの角質層として実際の製剤適用部位とはかけ離れた足嚢

のカルスを用いたため，このことが実測徳との誤差の原因となることが予懇さ

れたが，実測値とのずれは最大で3幌程度であった。したがって，ヒトの嫡出

皮麗を用いることなしにヒトでの挙動を予灘できる本方法は，経皮吸収におけ

る新しいアニマルスケールアップ法として位躍づけられると考えられる。

　第2章においては，種差の要因を様々な観点から検討した結聚，第1輩での

分配係数の差異が皮表脂質量を反醗したものであることが示唆され，その贈質

量の大小によってニコランジルの透過係数や吸収促進剤を添加した時の促進効

果における種差をある程度説明づけることができた。また皮膚繰織切片豫での

高い類似性や，皮表脂質量，角質層の厚み，溶媒《水》の透過牲等の近似性か

ら判断すると，ブタがヒトでの経皮二三挙動を予測するのに最も適した動物種

であることが推察された。

　したがって入手が困難なヒト摘出皮魍を用いなくても，数種の動物での実験

結聚を拡散モデルにより解析したデータと分配実鹸とからヒトでの挙動を予測

したり《第1章〉，，場合によっては離乳期前後のブタを用いることによって直

接ヒトの吸収性を予測することも可能で〈第2章〉，これらの方法は皮麟適用

製剤の開発．特に動物実験からヒト1臨蕨1試験に移行する際の製剤設計《薬

物含籔や投与面積等の設定〉に有用であると結論づけられる．

71



第4編　市販ニトログリセリン製剤でのヒ：卜iR　vlvo予測

　第1編においてはモデル薬物として選択した二：コランジルの輪vitre皮膚透

過性について，また第2編においては漁v霞鱒から諭viv◎（撫中濃度〉の予

測法について，さらに第3編においては動物からとトへの漁》ほ艶でのアニマ

ルスケールアップについて述べてきた．その結果，輪V建艶皮膚透過データか

ら：コンボリューション法等の計算式を顯いることによって血申濃度の予測が．

またブタを始めとする動物での摘出皮膚透過性からヒトでの輪》1贈◎挙動が予

灘できることが確認された。そこで本編においてはe本餅究の最終目的である

動物での輪vitgeoデータからヒトでの諭viVOの予測を試みることにした．実

験に屠いる丸物としては，第3編までと同様にニコランジルを使用することが

巖良であると考えられたが，現段階においてニコランジルのヒト諭vi》e試験

を行なうことはできなかったeしたがって，本編ではTTSの申で最も観究が

なされており。しかもヒトにおける漁viveデータ《血中濃度》が公知である

ニトffグリセリンの市販製剤《脳軟欝1を用いて実験を行った。

第1章　二卜日グリセリン経皮吸収性の種差

　ニトログリセリンは．ニコランジルに比べると非常に脂溶性が高いため9W，

諭vitr◎実験においてブタやヒトのような真皮の厚いftl　i－thickneSS舘漁を

用いた場合，薬物の透過が真皮律速になってしまうおそれがある92）．実際工

卜9グリセリン水溶液を用いた予試験において。ブタのtsll－thicXneSS甑瞬

　　　　　　　　　　　一2　　　　　　　　　　　　CWt／h）が約750μ搬にカットしたsplit　・一　thickReSSでの透過煙（Kp　・O．i3xao
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　　　　　　　　　　　　　一2
　　　　　　　　　　　　　　Ctw／h）に比べて20分の1程度であったため。ブS紹nでの透過性（KP・1．i8XiO

タ及びヒトの皮圃はsplit－thickfteSS＄kiRを用いて評価した。また，実験温度

はラットにゲルを適用した時の皮膚表面漏度（第2編参照》並びにヒトでの皮

　　93）
　　　　を参考に34℃としたe臼g湾3にヘアレスラット，．ブタ及びヒト摘出皮縄温

膚にXトログリセりンとしてO，56囎／醜の軟爾を適用した時の二卜asグリセリ

ン累積透過曲線を示した。その結果．ニトログリセリンの透過性は二：コランジ

ルと周様にヘアレスラットが最も高く，以下ヒト，ブタの顯であった、ヒトの

透過性はブタの2倍近く高い値を示しニコランジルの時よりは差が認められた

が，ヘアレスラットと比べると近似していると考えられ，ニトUグリセりンの

経皮吸収実験においてもブタがヒトの良いモデルであることが示唆された。
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　第3編において，経皮吸瞑における種差の大きな原因麟各種動物の皮表贈質

量にあり，その脂質量が薬物の角質層への分配を左右していることを考察した。

そこで第3編で用いたニコランジルよりも脂溶惟である二卜9グリセリンの角

質魑／水闇の分配係数を概定し，皮表脂質量に対してプ日ットした1日鶴艇｝。

その結果，ニト9グリセリンの分配係数はニコランジル以上に皮表脂質墾と良

好な相関煙を示し。この分配の差が種差に反映されていることが改めて確認さ

れた。脂質への分配に乏しい水溶惟の薬物での種差の要因をこの様な脂質墾と

分配係数で説明づけることができるかどうかは断定できないが，一般にTTS

に向いている薬物は比較的脂溶性の翻・薬物であるとされており94），しかも
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ヒトにおいて基剤から角質層への初期の薬物移行璽（分配〉と経皮吸収量とが

良く一致したとの報告もある95）。したがって分配係数を示標として種差を考

察しても，そう大きな誤りではないと考えられる。この様な観点から臼g．44を

見ると，ニトUグリセリンの分配係数もニコランジルと同様にブタとヒトで近

く。ブタでの輪vitr◎からヒトin》ほr◎の予灘，さらにはヒト輪vlV◎までの

直接予測が可能であると示唆された、

第2章　コンボリューション法を用いた血申濃度の予測

　一：一トログリセリンを用いた経皮吸収実験の報告は多く。本研究で使用した2％

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　97）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　96）
軟醤適用時の血申濃度データに関してもラット　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　で報告され　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　並びにヒト

ている．そこで，臼g認3で得られた給》1むOでのニトログリセリン透過性から

コンボリュー・一・一シ鷺ン法を用いて輪viv9血漿申濃度を予測し，報告されている

ラット並びにヒトでの実測籟と比較した。コンボリューション計算時の消失パ

　　　　　　　　　　　　　　98＞　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　99）ラメーーターとしては有毛ラット　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　での文献魑を用いた、その　　　　　　　　　　　　　　　　並びにヒト

値をVabie裕に示したe

　臼鉱恥にヘアレスラットの語vltro皮窟透過データ1汽馨擁31と有毛ラットで

の消失パラメーターとから撫漿串濃度を計算しe陶臨ゆ験らのラットにおける

　　　96）
文献値　　　　　と比較した結果を示した．図から明らかなようにコンボりユーショ

ン法による予測値は実測値と良く一致し，第2編での比較的単緬な溶媒系のみ

ならず，軟響のような製剤においてもinv建r◎から漁viv◎へのアプローチが

可能であることが示された。
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Table　i6 Pharmacokinetic　pavameteys　of　n±troglycerine

　　　　a
Rat

　　　　　　b

Human

Dose　：
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k
　e

t
1／2

Vd

　O．7　mg／kg

　　（214　pag／body）

：　257　ng／ml

　　　　　　　“
：　O．19　m

：　4e2　M

：　3e1　1／｝く9
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k
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O
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4　pag／kg

（240　ptg／body）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　96）
　　　rk　Data　from　Horhota　et　al．
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　最後に，ブタでのin　vitr◎データ（臼g。43）からヒトiR　vivoを直接予測し，

　　　　　　　　　　　　　　　　97）
岡島らのヒトでの血漿中濃度データ　　　　　　　　　　　　　　　　　　と比較した。岡島らはその報告の中で。

ニトログリセリン軟轡適罵後のヒト血漿申濃度は適用面積にあまり影響されず

むしろ適用羅（藥物墾》に関係することを述べている、したがって，本研究に

おいては適用面積4．得認で実回した縦型セルでの透過量《単位面積当たりの薬

物量は文献とft　一とした》から直接コンボリューシffン法で血漿申濃度を計糠

した（肖凱461。その結ee　。ブタ幽調む◎から予測したヒトでの血漿申濃度推移

は，軟轡の適用面積が異なるにもかかわらず実測値の推移と似た挙動を示して

いた．適用面積に血申濃度が比例しない理由については今のところ定かではな

いが，面vi齎◎での皮講透過性におけるヒトとブタの差跡小さかったことと併

せて考えると，ブタ皮麗でのin　vlteoデータからヒトでの輪vlV◎を直接予測

することも可能であろうと考えられる。

　　　　　　　ミ
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　　　　　　　葦
　　　　　　　蓉

　　　　　　　§署
　　　　　　　g

　　　　　　　．繹

　　　　　　　お
　　　　　　　冬
　　　　　　　g｝
　　　　　　　お
　　　　　　　2’

　　　　　　　　　02468　12　’24
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　　　　］puig．　46　Reiationship　between　observed　（circlGs＞rk　and

　　　　　　　　　caXculated　（solid　line）　plasraa　concentrations
　　　　　　　　　of　nitrogXycerine　aftenc　topical　application
　　　　　　　　　of　ointment　in　human

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　97）　　　　　　　　　　　＊　Data　fエom　Okaゴima　et　al。
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第3牽　考察

　本編においては，ニコランジルをモデル薬物として罵いて検討した結果得ら

れた鐙》1縫Oから諭vlV＊の予測法〈第2編〉並びにアXマルスケールアップ

《第3編》に関する知見の妥当煙について。それらを市販の製剤｛二卜ewグリ

セリン軟響）に応用することで評緬した。

　ニト日グリセリン軟齋の論》1鞭O皮麟透過性はヘアレスラットで最も高く，

ブタ及びヒトでの結果はヘァレスラットの鮮3～璽超と比較的近似した纏であ

った。また。a卜asグリセリンの諭》1建紛での角質層／基剤《水）闘分配係

数と透過係数の闇には良好な直線閥係が認められ，この分醗係数纏においても

ブタがヒトに最も近い値を示したe以上の結果．ブタは二卜asグリセリンの皮

膚透過性においてヒトに近い動物種であると結論づけられ，第3編のaコラン

ジルでの結果を支持していたe

　次に給vlぴ◎から諭》1》◎へのアブ日一チをコンボリューション法を用いた

血漿中溜度の予測により実旛した。本研究では血漿中濃度及び消失パラメータ

ーとして文献魑を採用したため細部にわたる実験条件において異なる点が見ら

れるが，それらを差引いても《特にラットでの予三値と実灘値は良く一致して

おり）：コンボリューション法でのアブ9一チの有用性が襲づけられた。

　最後に。TTS開発の最終目的であるヒトでの諭vlvo《血申濃度〉をブタ

invltr◎データから：コンボリューション法により直接予測した。その結果，予

測値と実測値（文献値）の挙動は良く類似しており。ブタのように形態学的に

も機能的にもヒト皮縄に近い動物種でのiR　vitr◎データからヒトでの締viv◎

の予測も可能であると推察された。
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結　論

　以上．著者は尋編にわたり経皮吸収実験における動物瞬vitroデータから

とトin　vlVOを予測する方法について検討を艇え，以下の結論を得た．

／。ヘアレスラット摘出如露を用いたニコランジル藤縄透過盤の評価

　経皮吸収実験に汎用されている動物摘出皮膚を用いた輪》建紬での評懸法の

有顯性について。モデル動物としてヘアレスラットを用いて験翻した。その結

果，実験に使用した薬物こニコランジルの十分な皮膚透過牲を得るためには1鰻

を始めとする脂肪酸エステル類と鴻の混合基剤が有効なことが明らかとなった。

第2繍での漁vi》olヘアレスラット》並びに第3編でのヒト《輪vl讐ωに

おいても鴇矯贈／鴨によってニコランジルの顕著な吸収促進が確認されたこと

より。ヘアレスラット摘出皮闘での沁禰tr◎試験の結果をi　ft　viVOあるいはヒ

ト試験へ反映させることが可能であると推察された。

　また脂肪酸エステル類の吸収促進機構に關する若干の検討を加えたところ，

それらーステル類のおもな作罵点は角質層であり，しかもニコランジルの透過

には基剤中の溶媒によるsolveRt伽鋸の寄与が大きいことが示唆された。

　以上のように，動物嫡出皮魍を購いたiRvitr◎試験法はTTS開発の第一段

階として有用であり，特に基剤のスクリーニングや薬物の透過機構の解明のた

めには不可欠な方法であると結論づけられる。
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2。ヘアレスラットにおけるニコランジルの楡vitroから循viv◎皮囎透過牲

　　の予測

　餓vitro皮爵透過実験の結果を語》1》e　《血中濃度1に反映させるために．

3種の方法1コンボリューシ3ン法，拡散モデル，コンパートメントモデル》

を構築し。ヘアレスラットにおける実灘魑と比較した、いずれの方法において

も血串濃度の予測魑と実灘纏の一致性に関しては遜色なく，特に実験前半部に

おける両者は良く一致していた。実験後半には鞠囎櫨ぬ融等の影響の差異と思

われる輪vi［roと瞬ylveのずれが認められたが，絋散モデルとコンパートメ

ントモデルにおいてはS睡獣というパラメーーターを加えることにより良く一致

させることができた。踊磁el　l躍e聡翻3藍なコンボリX一ション法はshau［の

項を加えるといったモデルの鰹飾は通常できないが，複雑な計算式を必要とし

ないので，諭》1縫◎実験データから諭viVOでの血申濃度推移を予測する方法

として利鰐癒値が高いものと考えられた。

3．二：コランジルの給vltr◎皮露透過性における種差とヒトへの予測

　ニコランジルの経皮吸収における種差とその原因について輪vltroの系で検

討し，飼時にヒトへのスケールアップを試みた。その結聚，以下の2つの知見

が得られ。どちらかの方法を用いることによりヒ：ト摘出皮膚を用いなくても動

物実験データからヒトでの挙動を予測できることが示唆された。

　　翌．　皮膚透過煙の異なる数種の動物を用いて諭vほr◎透過実験を行い，

　　　　拡散式によりそれぞれの動物における拡散係数，分配係数，バリヤー
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　の厚さを算出して，分配係数が透過係数に大きく影響していることを

　確認した。そこで角質層サンプルを用いて墓剤（水〉から皮覇への分

　配実験を行い，そのデータからヒトでの累積透過量を計算して実際に

　ヒト摘出皮膚で測定した実測値と比較したところ両者はよく一致した。

2，　実験に用いた立動物恥窟の組織切片像の観察と，皮表脂質墨，水の

　透過係数，皮麗コンダクタンス等の皮麗の金事値とから．二nランジ

　ル透過牲における種差に影響しているパラメーターを決定した。その

　結果．あらゆる面においてブタがヒトでの経皮吸収挙動を予測するの

　に適した動物種であると推禦された。

4。市販ニトttグリセリン製剤でのヒトin　viv◎予測

　第1～3編の検討の結粟，動物での輪vitro実験から動物での齢viv◎ある

いはヒトでの輪vlむ◎の予測が可能であることが示されたのでe最終目的であ

るヒト輪viVO　l癒中濃度〉の予測を市販の製剤《脳こト日グリセリン軟轡》

を用いて行った。その結果，．ニトttグリセリンの場合でもニコランジルと岡様

に給vlい◎からiRvi鴨を予測する方法としてコンボリューション法が利用で

きること並びにブタ嫡出皮膚を罵いた漁vl鞭◎データから直接ヒト油vivOの

予測が可能なことが示唆され，経皮吸収実験におけるモデル動物からヒトへの

スケールアップ法として鋳鋼究が有用であることが推察された。
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　以上著者はeヒ：トにおける薬物の経皮吸収牲の予灘を目的にモデル動物並び

に諭vl智◎実験からの検討を加えtヒトの摘出皮膚を用いることなくヒトでの

皮磯透過牲の予測ができることを瞬らかにした、以上の結果は，今後増々活発

になると予想される経皮畷収の研究においていささかの知見を加えたものと考

える。
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実験の音購

第1編　実験の部

1．実験材料

　ニコランジルは日清製紛㈱串央塩瀬所で合成し，撫ss，鋪織，9Rスペクトル

及び融点測定により同定した．滴定法を用いて算出した純度は99．隅であった。

豆贈，亙PB，　IPH，　iPb及び亙PPは索京化成㈱より。四及び重水は和光純薬㈱より

購入した．◎DMは花王㈱より提供を受けた。

2、実験動物

雄性のヘアレスラットtwBme／kob）を埼玉実験動物㈱より購入して使用した、

3．臨V巨tr◎皮窟透過実験

　ヘアレスラット（体重　約i50g）をベントバルビタール1ネンブタール注麟

液，5舳g／晦，ゆ》で麻酔したのち腹部を注慧深く除毛し。左右から各留枚ずつ

の皮麗を摘出した。摘出皮囎を有効拡散面積甑S論罐の2一チャンバ…鉱散セル

《臼g鴻7）に固定し37℃の水浴に浸したe＄Sripped舘諭の場合は，摘出前の

腹部遍羅角質層をセasテープ〈ニチバン㈱》で鱒回剥離したのち上記と属様に

摘出して用いた。翼皮側〈Receiver側》に生理食塩液衰翻を，角質層あるいは

表皮側（D◎n◎r側〉に試料〈薬物懸濁液〉抽1を入れ。テフロン製のスターラ

ーを用いて150rpmで撹鐸した．溶媒の透過実験に際してはく水の透過性は重

水を用いて評価した〉。薬物フリーの溶媒のみ2紺をDenor側セルに入れた．
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各測定時間に筍Oμ1をReceiver側からサンプリングし，生理食塩液鴇Oμ1

を補充した。ニコランジルの定量の際は，サンプリングした試料に内部標準溶

液《p一壷キシ安息香酸エチル1μg／副メタノール溶液〉　鴇◎μ1加え，撹梓後

その一部をH肌Cに注入した。

cieptev’　skin　receiver

Fige　47　2－Chamber　diffusion　cel1

4．溶解度実験

　過剰のニコランジルを種々溶媒（水，臨，亙躍，鱒惣贈／翰等〉に加えて37℃
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゴ
の水浴中で撹鐸した。　2時閻後にその一部を取りメンブランフィルタ…（Vype

RC，東洋科学産業㈱〉で素早く濾過したのち，メタノールあるいはイソプロパ

ノールで希釈してHPtc法で定墨した。実験に際しては，　2時悶で充分平衡に達

していることをあらかじめ確認した。
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5，放出実験

　透過実験で使屠した拡散セルに透析膜（》i舘漁蓼鵬紬輸総，1題i◎醜C麗bi囎

CO、）を挟み．　D◎SU◎9’側に黛紹の鼠5簸鰍》）ニコランジル試料溶液を，　iteceivegl

郷に2剛の精製水を入れて37℃で撹梓した。恥¢ei》鍵溶液を経時的にサンプリ

ングし，貯しC法で定墨した。

6．定蝿法

　ニコランジルの定簸は麗麗Cで。PGの定騒は覇ひ藍謄で行った．それぞれの測定

条件は以下の通りである。

　　　MPtC法

　　機種　　：

　　カラム　茸

　　移動租　：

　　検出　　：

窃C－HD法

　　機種　　：

　　カラム　　：

　　カラム温度

　　N2ガス流速

1ひ騎S二一舳《島津製作所㈱）

醜cl㈱s垂葺5c憾縛．§囎x25⑪囎

水／アセト；トリル（6：4》

W25慮“囎

重水の定璽はτ船r縦◎1疹の方法

下の通りである。

　　　　　磯種

　　　　　波長

aひ舩　1島津製作所㈱）

Gaschr◎pak一・54，3輔Xでm（がスクm工業㈱）

：　2ee℃

：　鱒鰍／囎諭

　　　　1ee＞
　　　　　　に従い，IR法で実施した。測定条件は以

：　IR－450（島津製作所㈱）

　　　　a：　袋512C囎
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7．脂肪酸エステル類の分配係数

　5伽1の遠沈管に鱒舳gの試料と精製水鱒禰及び臣ヘキサン面素を加え，25℃

で3◎分閻激しく撹疑した．撹鐸後，遠心分離して（250◎叩踊，5mift）n一ヘキサ

ン層を取り，aひHD法で距へ‡サン申の脂肪酸エステル含墾を測定した。カラ

ムは3％OV－17◎n　Ga＄chroge　Q（3　mm　X　1鱒を用い，カラム温度は80℃（IP3），

S2◎℃（IPH），　S5◎℃（IPD），2⑪の℃（IPM），220℃（IPP），280℃（0脳）としたe分

配係数Pは以下の式に従って算出し，その対数領し◎gPを採用した。

P　”　C　hex　／　（C　tot　“’　C　hex）

ここでct。teCltexは脂肪酸エステルの初灘並びに平衡後伽繍ヘキサン申

濃度である。

第2編　実験の部

i、実験材料

　PEG，　IPA及びRO“は和光純薬㈱より，ポリアクリル酸（C麗b◎pol　934）は

8．F．Go◎drich　C◎．より，ヒドロキシプロピルセルロース（HPC一紛は日本曹達㈱

より購入した．Azoneは住商ネルソン㈱より提供を受けた。それ以外は第1編

　　　　　　　　　　曳
と同じものを用いた。

　水性ゲル並びにPGゲルは。　O．8％（w／紛のCarbopol　934を添加したのち晦OH溶

一　87　一一一



液で中和して調製し，匪Gゲル並びに1踏ゲルは，鵠傭／紛のKPC　Mを添加撹

直して調製した。薬物は全て懸濁となるように水性ゲルには3蟹卿紛」踏ゲル

には15％（W／紛，PEGゲルには2棚（W／劉添加した、

2　実験動物

第1編2，と周じものを用いた。

3。静脈内投与実験

　ヘアレスラットを無麻酔下で曹位固定し。尾静脈よりニコランジル2．5，5

及び筆伽g／鱒　〈生理食塩溶液〉を急速静注した。経時的に頸静脈より載3減ず

つ採血し。血漿を得た。

4．鉛vitr◎皮膚透過実験

　溶液からの皮膚透過実験は第1編3．と同様に実施した。ゲル軟醤での透過

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5壕｝
実験は縦型の拡散セル〈有効拡散面積4，91爾訳ecelyer容量2輪1）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を用

い，　2gのゲルをDoener側へ適用することにより行った、

5，臨viv◎皮麗透過実験

　無麻幽遠で四位固定したヘアレスラットの腹部に縦型セル用の醗◎醜騨部ガラ

スセル（有効拡散面積鳳引あるいは甑636罐｝をシアノアクリレート接着剤

くアnンアルファ，東亜合成化学工業㈱）で固定し，その巾ヘゲル2gをなる

べく均一になるように塗布した。塗布後ガラスセルをパラフィルムで密封し，

経時的に頸静脈より○．5mlずつ採血した．
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6．定量法

　Receiver？as液あるいは血漿巾のニコランジル濃度は第り編6。と同様にKPLC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　55）
法により定量した．血漿の前処理には神山らの方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を用いた。

第3編　実験の部

1．実験論料

　トリプシンIType　H，　feema　porciRe　p錨。冊薦）馬まSl鋼a　C短躯C劔CO．より購

入した。その他のものは第1編1．及び第2編唾．と周じものを用いた。

2．摘出皮麟の調整

　ヘアレスラット及びモルモット（融溶蝕，♂，3⑪か35鋤）は埼玉実験動物㈱よ

　　　　　　　　　　　　　“　　　　　　　　　　　　　　，♂，2か3伽）は星野実験動物㈱よりそれぞれ慮りeヘアレ：スマウス（恥S：瀞

噛し，イヌ（beagle＆m◎Rgreし♂♀，10－15kg）及びブタ（田D，♂♀，2・一6kg）は

日清製粉㈱申央研究所で飼育あるいは蟹殖したものを用いた。各動物とも麻酔

下で腹部（ブタのみ背部》を注意深く除毛したのち皮窟を摘出し。使用するま

で一2⑪℃で保存した．ヒト皮麗は，手術時に摘出した胸部皮麟（♀，27－62才）

を国立相模原病院より提供を受けて実験に供した。

3。皮膚厚みの測定

嫡出皮膚をホルマリン固定したのち常法に従って皮歯切片を作成し，ヘマト
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キシリンーエオジンで染色した。この標本の顕微鏡観察により角質層，表皮及

び全皮膚の厚さを測定した。

4　1n　vitro皮膚透過実験

第1編3．と厨様に行った、

5、角質層サンプルの調製

動物皮膚からの角質層サンプルの調製はlloutSonらの方法i餌）に準じて行っ

た。羅ち。篇トリプシン溶綾1醗S，謝ア擁1に37℃で8時閥浸し．角質層のみを

剥離した，この角質層を精製水で洗ったのちデシケ一盛ー申で滅圧乾燥した、

ヒト角質層《ケラチンパウダー）は良く洗った足嚢のカルスを劇りとり，周様

にデシケーター申で乾燥させて得た．

6．角質層／国魂分配係数の測定

　共栓付き試験管に⑪瀞銚纏／V）のニコランジル水溶液繍1と細面の角質層サ

ンプルを入れ，37℃で撹撫したe24時閻後，サンプルを遠心分離（誌面㊤⑪購醗，

5臨のし，水相中の薬物量をHPtcで定量した。分配係数は以下の式に従って騨

出した．

　　　P義霞lti◎R　C◎efflcle賊謹（C　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）／　c　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・鴇oo／w　　　　　　　　　　　　　　　　　一¢　　　　　　　　　　　　　　　　iR　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　eq　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＄c　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3脅

ここでCin・Ceq及びll　＄cはニコランジル嚇榊の初灘鱒加1）・平衡後の

濃度伽g／船）及び用いた角質層の重量伽9）である。

90



7．皮窟コンダクタンスの測定

　各動物の腹部あるいは背部くブタのみ）皮顧に蒸留水を1滴たらし，播秒後

に脱脂綿で拭きとった．直ちにSkin　Surねce鞠g簿鵬亀er（S剛C磯一200，碓S

CO，）を用いて皮膚コンダクタンスを測定した102）。ヒトの場合は前腕部内側及

び胸部で測定した。灘定はいずれも空調の効いた部屋の申（23℃，闇5膿以下｝

で行った、

8。皮表脂質墨の瀾定

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　輸31
　恥viVOでの皮表脂質量をアセトンカップ法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　により測定した。即ち．ベ

ントバルビタール嚇酔下の動物皮麟に円筒ガラスセル（内径2．5C鱒を固定し。

アセトン5帽で3嗣（賃回5分闇》脂質を抽出した。抽出液をガラスフィルター

で濾過したのち濾液を減圧下で溶媒留温し。残査の重量を脂質量とした。ヒト

は前腕部内側を用い，無麻酔下で行った．

　また動物においてga　．鏑出皮囎を直ちに縦型ガラスセルに固定し角質層側に

ク日ロホルムーメタノール混織（i：1）5鮒を入れ，同様に3回抽出して油壷脂

質量を測定した（給vitr◎法）。

9．定量法

ニコランジル及び重水の定量は第1編6．に従って行った。
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第4編　実験の部

i．実験材料

　ニトログリセリン原品《乳糖吸着物）は日本化薬㈱より提供を受けた。また

こト日グリセリン軟醤は市販のバソレーター脳軟轡《三和化学㈱）を用いた．

2．摘出皮膚

　ヘアレスラット，ブタ及びとト摘出皮膚は第3編2，と同じものを使用した。

ただし，ブタ及びヒトの摘出皮膚はミクasトー・一一ムの刃を用いて角質層側から約

75◎μ難の厚みにカットしたspiit－thickkeSS鰍諭を用いた。

3，IRvitr◎皮窟透過実験

　第2編4、の縦型セルによる方法を用いた。この際，筆．5g（ニトffグリセリ

ンとして3emg）の軟醤を54罐の製品添付の貼付紙に均一に延展し，その4．穏麟

1ニトログリセリンとしてO．56meg／磁）を皮麗に適用した．艶celV醗溶液とし

ては20％PEG／生理食塩綾を用いた。

4。角質層サンプルの調整

第3編5．と同様に行った．

5．角質層／水閻分配係数の測定

　第3編6．と同様に行った。ニトログリセリン水溶液は，乳糖吸着物をニト

ログリセリンとしてO．　05％（w／v）となるように溶解して調製した。
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6．定量法

ニトログリセリンの定量はHPしCで行った。測定条件は以下の通りである。

　　　　機種　　：　しひ6A，S⑳一6A（島津製作所㈱）

　　　　カラム　：　鋪ucl奪◎si15C18，4．6購X250　m田

　　　　移動相　：　水／アセトニトリル（4：6）

　　　　検出　　：　W22⑪㈱
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