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　　　　　　　　　　　　総論の部

　序論
　薬物送達システム（Dnxg　Delivery　System，　D　D　S）は薬物の放出や体内動

態を制御して，薬物療法の最適化を行うことを目的とした薬剤である1）。すで

に，臨床的に汎用されている錠剤，カプセル剤あるいは注射剤の中にも，徐放

逐2－4）や病巣部への集積5）などのDDS技術が組み込まれ，新たな機能性が付

与されているものもあり，DDS技術の進歩が薬物療法に変革をもたらすこと

は異論のないところと考えられる6“7）。経皮吸収型製剤（Transdeg’mpal　Delivery

Systera，　T　D　S）はこのようなDDSの研究・開発の中にあって，皮膚という

投与経路に関連した種々長所を有する剤形として注目されている。すなわち，

経口投与と異なり肝臓での初回通過代謝を回避でき，消化管への副作用がない。

また，体外デバイスから薬物を供給するため，投与速度のコントロールが可能

で，投与の中断が容易に行える。さらに，比較的簡便に一定の体内濃度が維持

できるため薬物投与回数を減少させ，そのため，患者のコンプライアンスを改

善することができる。そして，最も注目されるのは，経口投与不能患者に対し

て非侵襲的薬物療法が行える点である1”　8’IO）。そのため，初回通過代謝や消化

管への副作用が強いために製剤化に至らなかった薬物に対する剤形として，ま

た，既存の医薬品の剤形変更として期待される。しかしながら，皮膚は本来生

体を保護するためのバリアーとしての機能を有するものであり11），生体異物で

ある薬物がこれを容易に通過することはできず，全身性の薬効を発揮するのに

必要な体内薬物濃度が得られるのは極めて稀である。一方すでにTDSとし

て開発されている，スコポラミン2），ニトログリセリンゆ，硝酸イソソルビ

ド14），クロニジン15），ニコチン16），テストステロン7）は低融点，低分子量であ

り，皮膚最外層の角質層実質部分に分配・拡散しやすい。また，これらは少量

で強い生理活性を有する。したがって，より轡般的な薬物のTDS化を行うため

には皮膚からの薬物吸収性を上昇させる方法が必須となる。経皮吸収促進法は

このような背景の基TDS関連の研究の中でも重要な位置を占めている。

　薬物の経皮吸収促進法は→殺に，イオントフォレーシス18‘19），フォノフォレ

ーシス20），エレクトロポレーション2Dなどの物理的方法と経皮吸収促進剤を
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用いる化学的方法とに大別される22）。物理的方法は電気や音のエネルギーを利

用するため，これらの出力装置が必要であり，促進効果の理論的解明と併せて，

装置についての研究が行われている。一方，促進剤を用いる化学的方法は物理

的方法に比べ装置を必要としないため簡便であり研究・報告の数は多い。

　経皮吸収促進剤の研究は1960年代に始まり，主としてジメチルスルポキシド

に代表される溶媒23），界面活性剤24－25），あるいは脂肪酸およびそのエステル

類26『27）などの医薬晶添加物が対象であった。80年代後半からは，さらに強い促

進効果を求めて，M（Xiecylazacyc　loheptane－2－oase（Azone⑱）28一30），環状尿素

誘導体3レ32》，あるいは合成高分子33－34）などの新たな促進剤が研究されるよ

うになった。しかし，新規物質としての承認の問題を克服することが難しく，製

剤応用に至った例はない。現在，TDSで利用されている代表的な経皮吸収促進

剤はエストラジオール35）およびフェンタニール36）に対するエタノールである。

　そこで，本研究は促進剤の併用に着目した。既に医薬品の添加物として安全

性が確立されている物質の併用が強い促進効果を示す可能性は，幾つかの示唆

的研究から十分に推測されていた37　“一　39）。そこでまず，TDS化によるメリッ

トが大きいと考えられる塩酸モルヒネ4ωをモデル薬物として選択し，経皮吸

収性上昇のための数種促進剤およびその併用効果について検討した（第1編

第1章）。その結果，これまでの促進剤の効果をはるかに上回る強力な促進剤

併用系，e一メントールー工タノールー水系（MEW系）を見出した。この興味

ある促進系の研究は今後の促進剤の開発・応用に多くの有用な情報を与えると

考え，以下，MEW系について詳細に検討した。すなわち，　MEW系の適用拡

大を目的として種々物性を有する汎用循環器官用薬に対する促進効果および促

進特性を調べ（第1編網2，3章），次に，薬物の皮膚透過経路の最近の知見41）

に基づき，皮膚を不均一な角質層とそれ以下の組織から成る2層膜と仮定した

モデルを構築し，MEW系の経皮吸収促進機構を解析した（第2編第1章）。

さらに，ヘアレスラットとヒト皮膚閻に見られる作用の違いから，MEW系の

皮膚構造に対する影響と促進効果との関係について論じ（第2編第2章），最

後に，in　vitroからin　vivoへと実験系を変えた場合の促進剤適用上の問題点

について述べた（第3編）。以下得られた結果につき，3編に分けて論述する。
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第1編　塩酸モルヒネおよび数種循環器官用薬に
　　　　　対する4つソトールーエタノール守水系
　　　　　　（M：EW系）の経皮吸収促進効果42野43）

　ヒトの表皮ではたえず増殖と分化が繰り返され，新しく生成された表皮細胞

はひたすらに角化への分化を示す。その結果として角質層の新生と剥脱がおこ

る。角質層は厚さ約20uaの薄層であるが，ケラチン繊維を含有する偏平な角化

細胞が緊密に重なり合い，その間隙は多数の脂質二重層がラメラ構造をなし，

外来性異物から生体を保護するための強力なバリアーとしての機能を有してい

る44’45）。そのため，経皮的に薬物を全身循環系に送達させるためには，先ず，

この角質層をいかにして通過させるかが重要となる。一方，角質化とは細胞学

的に細胞の死滅を意味し，角質層は死んだ細胞の集合体と見なすことが出来る。

したがって，角質層の物質透過性の研究は摘出皮膚を用いたin　v覚ro実験に

より行われることが多い。

　臨r鐸は経皮吸収促進剤の促進機構と作用部位との関係について，独自の仮説

を報告している4　6”　4　7）。すなわち促進剤は，（1）角質層に浸透してそこの物質

溶解性を変化させることにより分配性を上昇させるものと，（2）角質層細胞間

脂質に入り込み，その配列を乱して角質層中の物質拡散性を上昇させるものと

に分類することができると述べている。また，H◎riらは有機概念図を用いて促進

剤をArea　9とArea　mに分類し，異なるグループの促進剤の併用が効果を増

強する可能性のあることを示唆している39）。bOrgryの報告した，（1）の促進剤は

エタノール，プロピレングリコール，　N一等チルピロリドンなどに代表され，（2）

の促進剤はAiZoneおよびテルペン類などであるが，この分類は旺oriらのArea　I

およびHにそれぞれ対応している。さらに，具体的な例として，AzopmeとN一

メチルピロリドンの併用が塩酸モルヒネ（MP：H）の並vitro皮膚透過性を

著しく上昇させ，in　vivoにおける薬理効果を増強することが，　S麟bayashiら

により報告されている38）。そこで，著者は先ず，これまでに知られている代表

的促進剤とその併用系の促進効果を比較・検討した。
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第1章 MPHの経皮吸収性に対する種々促進剤の
効果

　MPHは代表的麻薬性鎮痛薬で臨床的需要も高く，特に末期癌患者の癒痛管

理には必須の薬物である48）。現在，徐放錠，坐剤および注射剤などが用いられ

ているが，徐放錠の使用量が年々増加している49）。また，徐放化により少量

で痛みのコントロールが可能になるという報告も見られる50）。そこでMPHの

TDS化が有用であると考え，これをモデル薬物とした。　MPHは弱塩基の塩

酸塩で，水溶性の高い薬物である。その構造式および物理化学的パラメーター

をFig．1に示す。促進剤には，　e一メントール，　Azoue，モノカプリル酸グリセ

リド（Sefsol⑭　一　318（S－318））51），エタノール，　Isoprogeylmyristate（IP盤）

の単独，および，これらの中から，e一メントールとエタノール，1躍とエタノ

ールの併用系について試験した。各促進剤は既に数種薬物に対する効果が知ら

れており，例えば，e一メントールはフルフェナム酸52）およびジクロフェナク

ナトリウム53＞，Azoneは5一・一FU29）およびM　P　H　38），S－318は塩酸パパペリン54），

エタノールはエストラジオール35）およびフェンタニール36），1躍はニコラン

ジル55）などについて報告されている。前述したHoriらの分類では，エタノール，

S－318はArea　Iに，4一メントール，　Azone，1蹴はArea亜に属する促進剤である。

Azcae以外の促進剤は医薬品あるいは化粧品の添加物として認められているも

のである。なお，AZOReは促進効果を評価するためのpositive　contro1とした。

また，対照（Regative　cofitrol）としてはM　P　H水溶液を用いた。　Table　I　eに

実験に用いたMPHおよび促進剤を含む適用液の組成を示す。
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1％　MPff　in　5％　1－meRthoi／water

1％　ggPff　in　3％　Azoite／water

1％　kgPH　in　5％　S－318／water

1％　wa？H　iR　40％　ethanol／water

1％　ewH　in．　5％　isopropyl　myristate／water

1％　esPff　in，5％　i　xenthel／40％　ethaRol／water　（wsW　sys　tem）

1％　｝gPff　in　5％　Isopropyi　rdyristate／40％　ethaRol／water
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皮膚透過実験は雄性ヘアレスラット腹部摘出皮膚および2一チャンバー拡散

セルを用いるin　vitro法により行った56）。透過実験の結果をFig．2に示

す。
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　促進剤の単独使用時（F忽2左）では，e一メントールと舳◎kteがほぼ同様の

強い効果を示したが，Azeeeでは長いラグタイムが観察された。　S－318にも比較

的強い促進効果が認められたが，エタノールおよび1蹴ではその効果は弱いもの

であった。促進剤の併用系（Fig．　2右）はその縦軸を単独使用時の10倍のスケール

で示す。図から明らかなように，e一メントール＋エタノールで極めて強い効果

が認められた。各促進剤の効果を水溶液（negative　coWtr◎DからのM　P　H累

積透過量（1Z　1μg／CPt　2／1㈲に対する比（促進比）として表し，比較すると，促進剤

単独では，4一メントール；31。2，Azeee；29．1，　S－318；10。　9，エタノール；4e　3，

1蹴；2。7となった。一方，促進剤併用系では，4一メントール＋エタノール；144、4，

1躍＋エタノール；14．7，となり，e一メントールとエタノールの併用系，すなわ

ちMEW系の促進効果はSifgihayashiらがAZOReとN一心チルピロリドンとの
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併用で得た促進効果38）の約1。5倍で，過去に報告されたいかなる促進剤の効果

をも上回るものであった。Azomeは促進剤として有望であっても添加剤として

は承認されていないことを考えると，MEW系は実用的な促進剤として期待で

きると考えられた。すなわち，ひメントールはパップ剤やクリーム剤の成分と

して汎用されるものであり，エタノールはそれ自体医薬品として，また種々用

途の医薬晶添加物として広く使用されている。そこで次に，MEW系がMPH：

以外の他の薬物に対しても同様の効果を示すかについて検：旨した。

第2章MEW系の数種循環器官用薬に対する
　　　　　経皮吸収促進効果

　TDS化によるメリットが大きい薬物に循環器官用薬がある。なぜならこれ

らは，血圧の上昇や心臓発作の出現を防ぐために，体内濃度を一定に保つことが

必要である。循環器官用薬に持続性の経口剤が多い57）のはこの理由による。そ

こでMEW系の適用拡大を目的として，本章では循環器官用薬を選択した。各

薬物の構造式，分子量および略名をFig．3に示す。　NC，　NFおよびN：Lは

カルシウム拮抗剤ATLはβプロッカー，　CPTはアンギオテンシン変換酵

素阻害剤，そしてVINは脳循環代謝改善剤で，いずれも臨床で汎用されてい

る薬である。

　経皮吸収促進剤の効果を評価する方法としては，一般に，前章で行ったよう

に，薬物の透過性上昇をコントロール基剤に対する比（促進比）として表す方法

が用いられている。しかしながら，促進剤で達成された透過速度で経皮的に薬

物を生体に投与したときに薬効が得られるか否かについては，体内からの消失

速度も関係する。そこで本章では，各薬物のTDS化の可能性（Feasibihty）

を評価するための指標として薬効を得るために必要な最小投与面積（A，eq）

を新たに用いることとした。
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A　，e，は次の計算式により求めた。

Areq＝　（MECXCLtot）　／　（PcX　S） （1）

　ここで，MECは薬物の最小有効血中濃度，　C：L、。tは薬物の全身クリアラ

ンス，Pcは薬物の透過係数であり，　Sは基剤（水あるいはMEW系）に対する

薬物の溶解度である。（1）式右辺の分子（MEC×CL、。t）は有効血中濃度を得

るために必要な薬物入力速度，同分母（P、×S）は基剤に薬物を飽和させたと

きの単位面積当たりの皮膚透過速度，すなわち単位面積当たりの最大透過速度

（Jm、。）である。　A，eqが小さいほど薬物のFeasibihtyは高くなる。

　なお，本章ではA，。。によるFeasibility評価を妥当なものとするために，

ヒトの胸部摘出皮膚を用いてin　vitro透過実験を行った。対照には水溶液あ

るいは水懸濁液を用いた。実験に供した各薬物およびその濃度は，1％NC溶

液，1％ATL溶液，1％CPT溶液，3％NF懸濁液，1％V亙N懸濁液お

よび2％NL懸濁液である。

　Fig。4に透過実験の結果を示す。　Table豆．には文献から得られる各薬物の

MECおよびCL、。、，透過実験の結果得られたPc，37QCにおけるMEW系およ

び水に対する溶解度の実測値さらにJm、xおよびA，．。の計算値を示す。ただ

し，透過速度の算出には，Fig。4の12時間から24時間のグラフの傾きを用いた。

その理由として，12時間以後であるならばラグタイム後であり，透過速度は定

常に達していると考えられるためである。

　Table　H．のa）で示す値，すなわちCPTとVINのMECははっきりしな

かったので常用量投与時の平均血中濃度を算出しこれを代用した。また，VIN

とNしではCL、。、値が示されていなかったため，文献に見られる血中濃渡推移

および他の薬物速度論的デー・・一一…タから計算により求めた。
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Table皿e PhamRacokinetics，　Permeat　ioft　and　Solwhility　Data
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　MEW系はMPHに用いた場合と同様　6種循環器官用薬に対しても強力な

促進効果を示した（Fig．4）。さらに得られたA，。，はいずれの薬物において

も，皮膚に適用する面積として十分に小さな値であった。市販TDS製剤であ

るフランドル⑭テープS（トーアエイヨー，硝酸イソソルビド含有）は40cm　2，

ニトロダームTT　S⑭（日本チバガイギー，ニトログリセリン含有）は10c皿2

である。フランドルテープSはやや大きめではあるものの，概ね，この大きさ

以下であれば実用上闇題はないと考えられる。しかしながら，ここで得られた

A，e，は摘出皮膚に対して促進剤と薬物を溶液状態で撹搾しながら適用した場

合のものである。実際の製剤では，ゲル化のための高分子やテープ基剤，さら

には粘着剤等が添加されている。また，撹搾された条件ではないので基剤中の

薬物拡散性も考慮に入れなければならない。そこで，NCをモデル薬物とし，

ヒドロキシプロピルセルロース（150～400cps）を10％の濃度でMEW系に添加し，

ヒト皮膚および縦型セルを用いて，非撹拝条件でNCの皮膚透過速度を測定し

たところ，Ar。，はTable　I9に示した値の約7倍まで増加した。しかし，かり

に製剤化に伴い，A，e。が100倍に増加しても，NC，AT：しおよびCPTでは製

剤の大きさを40c皿2以下に保つことが可能である。

　次に，薬物ごとにTDS化のFeaSibilityをA，eqで比較すると，　N　C，

ATL，　C　P　TのFeasibilityは高く，これに比べて他の薬物，　N　F，　V　I　N，

NLは低かった。水に対する溶解度から明らかなように，前者は比較的水に溶

けやすく，後者は溶けにくい薬物である。このことから，MEW系の促進剤と

しての特徴が薬物の溶解性や極性と関係していることが示唆された。そこで，

その特徴について検討した。
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第3章MEW系の作用の特徴

皮膚を均一な一層と仮定したとき，定常状態における薬物の皮膚透過速度：，

dQ／d　tはFickの第1法則を用いて，次式で表される67）。

dQ K　CvD　A

dt L
（2）

ここで，Kは薬物の基剤と皮膚間の分配係数（皮膚／基剤），Cvは基剤中の

薬物濃度，Dは薬物の皮膚中拡散係数Aは薬物の透過面積，そして：Lは皮膚

の厚みである。dQ／dtをC。およびAで除し，皮膚透過速度を単位濃度・

単位面積当たりの値としたものが，前章で示したP，である。すなわち，P、はD

およびKに比例し，しに反比例する。

Pc　＝　KD／L （3）

Lは同一の実験動物を用いた実験系では大きく変化することはない。また，D

は同一の（拡散）媒体中では，分子量（M）の関数として表すことが可能で次

の式で示される68）。

logD　＝　一Ci×　logM十　C2 （4）

ここで，C1およびC2は定数である。すなわち，　Mのほぼ等しい薬物を用い

て透過実験を行い，P，を算出してKに対してプロットを行えば一定の関係が

得られるはずである。Hatanakaらはヘアレスラット摘出皮膚および17種類の薬

物を用いてin　vitro透過実験を行い，水基剤からの薬物皮膚透過性は次の経

験式で予測されることを報告した41）。
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Pc　＝：　4e　78　X　10－7KowO’589　十　8．　33　×　10－8 （5）

ここでP、の単位はcm／s，　K。wはオクタノール／水分配係数である。分配係数

としてK。wを使用しているのは，一般に角質層はオクタノール程度の脂溶性

を有する膜と考えられているためである69）。また，K。Wは理論上，オクタノ

ールと水に対する薬物の溶解度比と考えられるため，　（5）式ではこの比が用

いられている。そこで，（5）式で表されるグラフを示し，この座標上にこれま

で扱って来た7種薬物のデータをプロットし，水基剤からMEW系へと基剤を

変更した場合の各回の移動から，MEW系の特徴の概略をつかむこととした。

ただし，　（5）式はヘアレスラット腹部摘出皮膚を用いた実験結果から導いた

ものであるため，前章のヒト胸部皮膚を用いた実験とで種差が懸念される。そ

のため6種循環器官用薬については，ヘアレスラット腹部摘出皮膚の実験も行

い，P。を求めた。また，オクタノール／基剤分配係数を算出するために，各

薬物のオクタノールに対する溶解度を測定した。Table皿にラットでのPc，

オクタノール／水およびオクタノール／MEW系分配係数の対数値を示す。

さらに，Table皿の値をFig．5として示した。

Table　：皿．　Per膿eab：産1：孟ty　CoefficieRt　v：乱a　旺Girless　Rat　Skin　an〔蓋

　　　　Octasol／VeExicke　Partitkoit　Coefficient　of　Drugs

tw）ff　NC　ATL　C］PXr　NF　VIN　NL
iog　Pc　（en／s）

　　　Water　ww7e　4　一7e　6　一6e　6　一Z　O　一3e　8　一5e　l　“5e　2

　usW　SYStex　一5e　4　一5e　6　一5e　l　一5s　l　一5e　2　’5e　6　一一5e　7

1og　K

　O／W　一2e　53　一〇e　99　一〇e　30　Oe　18　3e　35　3e　56　4e　15

0／meew　一2a　63　一2e　39　””’le　32　mO“68　Oe　14　le　12　Oe　53

e／W　：　Octanol／water　partitioR　ceefficient．

0／盟EW：Octane1／麗厨system緯rtitio魏coefficient．
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　Fig．5のclosedシンボルは水基剤，　openシンボルはM　E　W系基剤を示し

ている。水溶性あるいは水に易溶性の薬物（MPH，NC，ATL，CPT，以下，

水溶性）を三角，脂溶性の薬物（N：F，VIN，N：L）を丸で表した。グラフ中の

曲線は（5）式を示したものである。水江剤を用いたときのシンボル（closed）

は比較的曲線の周辺に散在しているが，基剤をMEW系にしたシンボル（open）

はグラフの中央に集まっている。すなわち，このグラフからMEW系は水基剤

に比べ，つぎの作用のあることが明確になった。

①水溶性薬物のPcを大きく増加させる。

②脂溶性薬物のP、を減少させる。

③水溶性薬物のKをわずかに低下させる。

④脂溶性薬物のKを著しく低下させる。
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さらにMEW系の特徴として，⑤7麟1に比べ水溶性薬物の溶解度を数倍か

ら数十倍脂溶性薬物では数千倍に上昇させることがあげられる（Table　H）。

これらの結果をさらに，次式を用いて考察する。

soL，／soL．　×　D

Jmax　＝　Pc　×　S　＝ x　s （6）

し

ここで，SOL，およびSOL。はそれぞれ皮膚および基剤中の薬物溶解度である。

戸閉が皮膚に影響を及ぼさないと仮定するとSOL　s／SOL。は薬物の平野／皮膚

分配係数Kと見なすことができ70），また，SOL、およびDは基町とは無関係

に皮膚と薬物の性質で決まる値である。MEW系は⑤の特徴から，　SOL。を上昇

させるためP，を減少させるはずであるが（（6）式），その実測値は水溶性

薬物で増加し脂溶性薬物で減少した（①，②）。　（6）式のSOL。はSと置

き代えられるから，（6）式は次式になる。

Jmax　＝　soLs×D／L （7）

すなわち，糊剤中の薬物溶解度（SOL。およびS）の上昇と低下はK（SOL、／

SOLv）の減少および増加となって反映され，両者の積は一定でSOL、になる。

P、はDK／しであるので，脂溶性薬物のように，　Sの上昇がP、の減少を招

くことは，むしろ理にかなっている。一方，水溶性薬物でSもP、も増加する

のは，MEW系が，これらの薬物の透過五進につながる，なんらかの作用を有

しているためである。

　前述したように，それ自体の溶解度が高い不一で水溶性薬物を皮膚に適用し

た場合，その薬物の皮膚への分配性は低下する。それにもかかわらず，薬物の透

過性が上昇するのは，基剤（溶媒）の皮膚への移動，あるいは溶媒の皮膚透過

（浸透）によって薬物がけん引されること（Solvent　drag）71）などが考えられ

一16一



る。そこで，MPHをモデル薬物とし，4種の基剤，すなわち，水（W），5％e一一

メントール／水（MW），40％エタノール（EW）およびMEW系（MEW）

を用いて透過実験を行い，水，エタノールおよびe一メントールの透過量を測

定した。なお，測定の簡便化のために水としてD2　O，エタノールとして工タノ

ールーd6（EtOD）をそれぞれ代用し，赤外分光光度計およびガスクロマトグ

ラフを用いて測定した。

　Fig．6には4種基剤からのMPH皮膚透過量を示す。これは，溶媒の透過と

MPHの透過とを比較できるようにするためにF臨2から抜粋したものであ

る。Fig．7はD20の累積透過量であるが，　MPH同様，そのランクオーダー

は，MEW＞MW＞EW＞Wであった。　EtODおよび4一一一メントールについ

ても，それぞれ，MEW＞EW（Fig．　8）およびMEW＞MW（Fig．9）であっ

た。この結果から，まず，溶媒の流れがMPHの透過性に寄与のあることが強

く示唆された。次に，MWを基剤としたときに，　D　20およ御一メントールの

透過プロファイルにラグタイムが認められるのに対し，MEWではそれがない

ことが注目される（Fig．7および9）。　M　E　WとMWの違いはエタノールを含

むか否かであるので，ラグタイムの違いはエタノールの作用に起因するものと

考えられる。Fig．8で示されるように，　EWに比べMEWではエタノールの透

過が促進されることから，e一メントールがこの作用を示したものと考えられる。

すなわち，MEWではe一メントールの作用により角質層中へのエタノールの浸

透が速く，その結果，角質層へD20およびe一メントールが分配・拡散しやす

くなり，ラグタイムが認められないものと考えられた。

　以上をまとめると，MEW系の促進効果について，次のような仮説を立てる

ことができる。①e一メントールがエタノールの透過を促進するため，角質層へ

のエタノールの浸透量および浸透速度が増加し，その結果，②e一メントールや

薬物（特に水溶性薬物）が角質層に分配しやすくなる。次に，③e一メントール

が角質層中の透過抵抗を減少させ，溶媒および薬物の透過が充進ずる。
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第4章本編の考察

　MEW系の強力な促進効果は，それぞれ異なる促進作用を有するe一一一メントー

ルとエタノールが相乗的にその効果を発揮したために得られたものであると考

えられた。しかし，作用の異なるものの併用がすべて相乗作用を示すかについ

ては疑問である。そこでMEW系の組成について考察を加える。

　40％エタノール水溶液に対するe一メントールの溶解度は約4％であった。

MEW系は5％であるので，わずかにe一メントールが乳濁していることになり，

基剤中でのe一メントールの熱力学蜥活量は最大で角質層への分配性が最も

高い状態にある。e一メントールは角質層中に入り込むことで作用を示すと考

えられているため4　7＞，これの活：量を最大にすることが黒い促進効果，さらには

相乗効果を得るためには必須と考えられた72）。一方薬物であるMPHについ

ては，40％エタノール水溶液においてコソルベンシーが観察された（Fig．　90）。

このことは，40％のとき，他の組成に比べ，MPHの活量が最も低いことを

意味し，角質層に分配しにくいことになる。しかし，溶媒が薬物をけん引するよ

うな透過の場合にはむしろ好適な条件となる。溶媒けん引は，薬物が分配・拡

散することによって透過する膜では起きにくい現象で，一般には，薬物分子の

大きさを上回る細孔が存在する膜で見られる現象である73）。仮に，MEW系の

適用により細孔の形成あるいは，細孔を介しての透過の寄与が上昇する場合，

本組成に妥当性のあることが認められる。このことに関しては次編以降で詳細

に検討する。次に，MEW系の促進効果と組成に関連する考え方にCo蜘らの

Pgsh－PUIl効果74’75）がある。基原中の溶媒の移動により経時的に薬物の溶解

度が低くなり，その活量が上昇して皮膚へ分配しやすくなる現象をPsssll効果，

一方溶媒の移動により皮膚側の薬物溶解度が高くなり，皮膚への分配性が上

昇する現象をPull効果と呼ぶ。　M　EW系の場合，その組成として，水とエタノ

ールが含有されるが，水に比べエタノールの方が，ドナー，レシーバー闇の濃

度勾配は大きい。そのため，エタノールの皮膚透過に伴うPgsh－Pull効果が促

進効果に寄与していることが推定される。
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　最後にMEW系の促進効果がヘアレスラットとヒト皮膚とで異なる現象につ

いて述べる。本編では6種循環器官用薬のFeasibihtyの検討にはヒト皮膚を

用い，MEW系の作用の特徴の検討にはヘアレスラット皮膚を用いた（Fig．11）。

ヒト皮膚では作用が出にくく，ラグタイムが存在する。MEW系の促進機構と

皮膚構造とに関連する現象と考えられるため，次編以降で検討する。
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第2編MEW系の経皮吸収促進機構7研7）

　経皮吸収促進剤の作用機構を研究することは，合理的な促進剤の設計・開発，

さらには，優れたTDSの製剤開発に有用である78》。事実，MEW系にしても，

異なるタイプの促進剤として分類された4一メントルとエタノールの併用の結果

得られたものである。これまでに，数多くの促進剤の作用機構についての研究・

報告がある。これらの中には，促進された皮膚透過速度を単純にFickの第

1法則（（2）式）を用いて評隣し，皮膚への薬物分配性の上昇あるいは，皮

膚中での薬物拡散性の上昇としてとらえるものから79ジ80），促進剤による角質

層脂質の流動性変化を，熱分析46’　47）や赤外吸収スペクトルの手法81“83）を用

いて解析するものまで，多岐にわたる。しかし，促進剤によって修飾された，

基剤一皮愚闇の相互関係を，実態に近い形で，定量的に検討しているものは少

ない。そこで，著者はこれまでに言われている促進剤の種々作用を定量的に表

現できるような皮膚のモデル化を考え，このモデルに基づいて薬物の皮膚透過

速度ならびに薬物の皮膚／基剤分配を表現する式を誘導した。そして，このモ

デルおよび式を用いて，ひメントル，エタノールおよびMEW系の作用を定量

的に解析し，これによってもたらされた皮膚の変化を考察した。さらにMEW系

の促進効果がヘアレスラットとヒト皮膚とで異なることに着目し，その効果の

違いを角質層のバリアー能の相違に起因する現象と考え，促進機構解析の一環

として検討した。

第1章皮膚2層膜モデルに基づく
　　　　　経皮吸収雌針機構の解析

第1節促進機構解析のための物理化学モデルの構築

経皮吸収促進剤の作用の特徴を定量的に評価するためには，その作用を分類，

整理し，これらと，薬物の皮膚透過速度ならびに皮膚への薬物分配性とを関連

付ける必要がある。まず，文献に見られる促進剤の作用を分類すると，①熱力
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学的観点からのもので，基剤から皮膚への薬物分配性を上昇させる作用，②皮

膚の構造および組成を変化させて皮膚透過速度を上昇させる作用，に大別され

る84）。薬物の基剤から皮膚への分配性は，促進剤および基剤が皮膚に影響を及

ぼさないと仮定すると，薬物の基剤および皮膚に対する溶解度のみで決まり，

薬物が基剤に飽和濃度以上で存在する条件では，基質の種類とは無関係に薬物

の皮膚中濃度は最大値に達する22）。このことは，皮膚への薬物分配性は基剤に

仕込んだ薬物濃度とその基剤に対する薬物の飽和溶解度との比のみに支配され

ていることを示すもので，促進剤が皮膚への影響なしに，皮膚の薬物溶解度以

上に薬物を分配させることが不可能であることを意味する。促進剤の作用によ

り薬物の皮膚中濃度が上昇しその結果薬物の皮膚透過速度が上昇したと考えら

れるならば，それは促進剤が皮膚に影響して，皮膚の薬物溶解性を変化させた

ためである。そこで，この皮膚／基誤写の分配性の変化を線形自由エネルギー

相関85）に基づいて次式で表すこととした。

K　＝　A　Kov“ （8）

ここで，Kは角質層実質部分と基剤聞の真の薬物分配係数K。vはオクタノー

ルおよび基葦間の薬物溶解度比，AおよびBは皮膚と基剤の相互作用の結果決

まる係数である。なお前編でも述べたように，角質層の極性はオクタノールに

ほぼ近いものであると認識されている。Pittらは物質のオクタノール／水分配

係数とポリマー／水分配係数との関係を上式を用いて表し，AおよびBを求め，

Aはポリマー中への寒剤の移動の程度を（Aの値が大きいほど移動の程度が大

きい），Bはポリマーの極性変化を表す（Bの値が大きくなると極性が低下す

る）係数であると報告している86）。また，AifkderSOitらは本式をFickの拡散の式

に組み込み薬物皮膚透過性をオクタノール／水分配係数から説明できることを

報告している8　7）。本編において著者は促進剤の作用によって薬物の分配性が変

化する場合，このAおよびBが変化するものであると仮定した。次に促進剤の

皮膚構造あるいは組成に対する影響に関する報告を整理してみると，角質層脂

質の流動性上昇88’　89）および脱脂または角質層蛋白質を変成82’　90）させること
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によりpore（空隙）の形成91）を増加させるものとに分けられる。前者は薬物の

角質層中拡散性，後者は，角質層全体に占めるporeの割合の変化としてとら

えることができる。以上を要約すると，Ha伽akaらが薬物の皮膚透過性を予測

するために用いた（9）式4Dをそのまま促進剤作用の定量的評価に利用できる。

Pc＝”　（1　一一　£）　AKowBDL／L十eDp／L （9）

ここで，P，は薬物の角質層透過係数　εは空隙率で，基剤と接触する角質層

表面に占めるporeの面積比率，　ID　，は角質層実質部分での薬物拡散係数Dp

はp◎re申での薬物拡散係数　：Lは角質層の厚みである。なお，本式において

pareは基剤がそのまま浸透できる空隙と仮定するため，分配係数はse　1”であ

り，右辺第2項に分配係数は存在しない。ここで，便宜的に角質層の薬物透過

経路をlip越p盈雄聡y（右辺第1項）およびpore　pathwayと呼ぶことにする。

一般に，晦越灘th聡yは角質層細胞間の脂質二重層の非極性部分（アシル鎖），

pawe　p就血聡yは極性部分（pol齪翫e磁）および汗腺や皮脂腺あるいは毛根と

いった経付属器官p融聡yと考えられている脇鮒。そのため，本式は皮膚の

薬物透過バリアーである角質層の構造を反映したものと考えられる。すなわち，

促進剤の作用は本式のε，A，　B，　D。，　Dpを変化させ，その結果薬物の角質

層透過性Pcを上昇させるものであると考えることができる。また，本式のK。w

は薬物そのものの性質であるため促進剤の影響を受けず，促進剤存在下，種々

極性の薬物を用いて透過実験を行い，Pcの変化を観察することで，式中パラ

メーター（ε，A，　B，　DL，　D，）の変動を推定することができる。さらにこ

のK。Wをオクタノール／基剤分配係数：K。Vで置き換えても式の性格は変わら

ず，そうすることにより，促進剤を含む種々基剤に対して適用が可能となる。

しかし，AおよびD。については，式中，積の形としてのみ存在するため（いわ

ゆるハイブリッドパラメータとなるため），両パラメーターを独立に算出する

ことは不可能である。Aは分配性の変化DLは拡散性の変化を意味する全く異

なる性質のパラメーターである。本式の範囲でこの両者を別々に求めるために

は1ipid　pattway中への薬物分配（AK。vB）を知ることが必要で，実験として
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は角質層中の薬物濃度を測定しなければならない。しかし，角質層は厚さ約15鯉

の薄膜であり，薬物が透過している時点におけるこの部位の薬物濃度測定は困

難である。そこで，現実的に測定が可能である皮膚全層中濃度を用いることを

前提として，皮膚を角質層とその下層の組織である，生きた表皮および真皮か

ら成る2層膜として取り扱うこととした。そのモデルをFig．　12に示す。

　Fi＆12　aは透過抵抗に基づく2層膜の皮膚モデル，同bは分配拡散に基づく

モデルである。両モデルは同一の薬物透過経路を有し，等しく透過速度を表現

できる。第1層めの角質層は置ata醗瞼らのモデルに従った。すなわち，第2層

めは生きた表皮および真皮で，ε・EDの空隙率を有する均一な膜と仮定した。

ただし，ここで各記号は，C：濃度，　P：透過係数K：分配係数D：拡散係数

L：厚み，ε：空隙率，下つき文字はそれぞれ，V：基剤，：FT：皮膚全層，　SC：

角質層，ED：生きた表皮および真皮，：L：晦麺pathway，　P：p⑪鷲鐡h聡y，

である。まず，皮膚全層を通過する薬物の透過係数P，。の式を誘導する。

a
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　Fig．　12　aから

　　　　　　　　　　a／PFT＝1／P，，十1／P，，　（10）

となる。Pscは（3）および（9）式から，

　　　　　Psc＝（X－esc）AKovBDL／Lsc十£sc］）p／Lsc　（11）

になる。生きた表皮および真皮はスポンジ様の多孔性水性ゲル9　1＞と考えるこ

とが可能であるため，P　EDは同様に，

　　　　　　　　　　　　PED　：£EDD，．／L，．　（12）

とおける。　（11）および（12）式を（10）式に代入し整理するとPFTについて

の次式が得られる。

　　　　　　　　　　［（1一　E　sc）AKovBDL＋　E　scDp］　£　EDDED

　　　　］E）FT　＝　一一一－a一一一一一一　L　　　　一　L　（13）
　　　　　　　　］LED　［（1一　£　sc）fMKovBDL－1一　£　scDp］’1一］Lsc　£　EDDED

　次に，皮膚全層と下剤間の薬物濃度比を求める式を誘導する。Fig．　1　bから，

薬物の透過が定常状態」に達し，シンク条件が保たれるならば，見かけの皮膚全

層／基剤分配係数：KBARは，

　　　　　　　　　　KBAR一一　（IE一　一一£sc）　KL＋esc　（i4）

となる。定常状態において，境界条件X＝：L，cでは，

　　　DBAR　DeD　（CgD）　x＝Lsc　　　　　　［CvKBAR”一　（Csc）　x＝Lsc］　＝一一’“一　（15）

となる。ここで，D，A。は9iPtdiおよびpore　pぬ聡yの両者を含む角質層中
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の見かけの拡散係数である。

生きた表皮および真皮／角質層の見かけの分配係数Kノは，

　　　　　　　　KA　＝：　（CED）　x．1．sc／　（Csc）　x＝1．sc

となる。　（16）式の関係を用い，（14）式を（15）式に代入すると，

　　　　　　　　Cv　（］）BAR／Lsc）　［（g’Esc）　KL十£sc］
　（Csc）　x＝Lsc＝：

（16）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（17）
　　　　　　　　　　［　（DEDK’　／LED）　十　（DBAR／Lsc）　］

となる。Psc＝DBARKBAR／：Lscであるのでこれに（！4）式を代入すると，

　　　　　　［Psc＝DBAR　［（IE－mEsc）　IKL十£sc］　／［Lsc　（18）

となる。また，P、cは（11）式と線形自由エネルギー相関から，

　　　　　　Psc＝　［（1一£sc）　DLKL十£scDp］　／Lsc　（19）

となり，　（18）および（19）式からDBARは，

　　　　　　　　　　（1－esc）　DLKL十£scDp

　　　　　D，．，　＝一　（20）　　　　　　　　　　　（1一£sc）　IKL＋Esc

となる。　（20）式を（17）式に代入し，：K。＝AK。vBの関係を用いると，

　　　　　　　　　　　　］LEDCv［（1’Esc）DLfWKIovB＋escDp］
（Csc）x：Lsc＝

L，。［｛（1一ε，C）D、磁。VB＋ε，CD，｝／｛（1一ε、C）磁。VB＋ε，C｝］＋L、CDE。Kノ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（21）
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のように示される。　（C，c）x、L、。を用いると，角質層および生きた表皮およ

び真皮中濃度はそれぞれ，次のようになる。

Csc＝1／2　［Cv｛（1－esc）　AKovB＋Esc｝　十　（Csc）　x－Lsc］　（22）

c，D：rg一／2　｛KR　（c，，）　．．，．．｝　（23）

　一方，皮膚全層中濃度は，次式で示される。

CFT＝＝CscLsc／　（Lsc－1－LED）　＋CEDILED／　（liLssc＋LED）　（24）

　生きた表皮および真皮は多孔性水性ゲルであり，レシーバー中の溶媒および

ドナーから移動した溶媒を抱え込んだ相と考えられるため，K’は角質層／基

剤分配係数の逆数と仮定でき，次式となる。

K’　：£ED／［KBAR＝EED／　［（lmEsc）　AKovB十£sc］　（25）

（21）から（23）式および（25）式を（24）式に次々に代入すると，C，T／C。は

以下のようになる。

　C，．　1
一一＝ @　　　Lsc（1一εsc）雌。vB＋ε、c＋
　Cv　2（］Lsc＋LED）

　　　　1．ED　｛（1．一一esc）AjKlovBDL＋escDp｝　｛（1－esc）ieeKovB－1－Esc＋］LEDEED｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（26）
　　　　　　　　L，D｛（1一一ε、C）雌。VBD、＋ε，CD，｝＋L、CD，Dε，D

　2層膜モデルに基づいて，薬物の透過係数PFτおよび皮膚全層と基剤闇の薬

物濃度比C　，T／C。がそれぞれ（13）式および（26）式によって表された。両式

とも，先に仮定した，促進剤の作用によって変化するパラメーター，A，　B，
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DL，　Dp，εscおよび薬物そのものの性質であるK。vのほかに，　ID　ED，εED，

L，c，　L，。の合計10種の変数を含む関数である。L、。とLEDは角質層および生

きた表皮および真皮の厚みであるから，促進剤を適用しても変化することはな

いと考えられ，定数として置くことが可能である。ヘアレスラットのL、cは文

献に記載が見られ92）15。4伽である。IL　E，はヘアレスラットの摘出皮膚をノギス

で測定し（735±74μm，n＝25），この値から角質層の厚みを引いて約720姻とした。

また，E・EDは促進剤の影響を受けにくいものと考えられるため定数として取り

扱うこととし計算により求めた。ε・ED＝：：L，DPED／D　EDであるのでP　EDおよび

ID　E　Dの値が必要である。　GhtSitetWらは，ヘアレスマウスのストリプトスキンを通

しての薬物の透過係数はその極性によらず一定であると報告している9D。同様

のことはヘアレスラットでも成り立つと推定される。5一フルオロウラシルのヘ

アレスラットストリプトスキン透過係数（PED）は1．2×10　5cm／sである93）。ま

た，生きた表皮および真皮中の拡散係数はレシーバーとして使用される溶媒中

の薬物拡散係数にほぼ等しいと推定されるため，水中におけるものを代用でき

る。薬物の拡散係数は，（4）式に示すように分子量の関数として表すことができ，

本編の実際の実験で使用する薬物（MP：H，　ATL，　NF，　VIN）の平均分

子量340では，約10｝5齢35c麗2／sとなる94）（以下，拡散係数の単位は全てcm　2／s）。

これらの値からε・，DはO．　20と算出される。最後にD・Dについては，促進剤の影

響を受けて変化するパラメーターと仮定した。その理由は第1編の溶媒透過の

実験結果から，エタノールの速い皮膚透過が生きた表皮および真皮中でエタノ

ール自体の濃度勾配を確立し95），これによってこの層の薬物拡散性を変化させ

る可能性があるためである。以上の結果，P，。およびC，T／C。を表す2っの式

は，促進剤の適用によって変化する6種パラメーター，A，　B，　D、，　D，，　D　，D，

ε、c，および薬物の極性を表すK。vから成る関数となった。この6種パラメー

ターは式の上から見たとき，個々の変動が及ぼすP　FTおよびC，T／Cvに対する

影響は異なるものである。しかしながら，実際上考え得る変動範囲でそれぞれ

が動くとき，PFTおよびCF’r／Cvへの影響が類似している場合は，いずれのパ

ラメーターの効果であるのか，数学的検出力即しくなる。そこで，さらにシミュ

レーションによりこのことを検討した。まず，（9）式のみでは別々に求める
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ことの出来ないAとDしが（26）式の導入により求めることができるか否かにつ

いて確かめた。

　Fi＆13のNα1～4はAとDしの積を一定として両者を変化させ，他の4種

パラメーターを固定してシミュレーションし両対数グラフ上にプロットしたも

のである。（13）式に基づく（a）では，　NOe　1～4のいずれも，同一のプロファ

イルを示し，AおよびD，のそれぞれの変化をとらえることはできない。　（b）

は（26）式に基づくシミュレーションであるが，すべて異なるプロファイルを

示している。このことから，皮膚全層の透過プロファイルだけでは求めること

のできないAとDしの変動が，皮膚中薬物濃度を測定することで求められること

が明らかである。NOe　5～8はD。とD，Dの比を一課目し，他のパラメーターは

固定した条件である。シミュレーションの結果（26）式を用いた（bノ）のグラ

フではすべて同一のプロファイルを示した。このことから，促進剤が角質層の

みならず生きた表皮および真皮に対しても作用し，それぞれの層での薬物拡散

性を等しい比率で上昇させる場合には表皮中の薬物濃度に変化は見られないこ

とがわかる。一方（a’）はNα5～8のパラメーターの組み合わせをそれぞれ

異なるプロファイルとして表している。この場合，（13）式によりD，とD　，．の

変化を個々にとらえることが可能であることを意味する。これらのことから，

皮膚全層を用いた透過実験データとあわせて皮膚全層中薬物濃度の測定データ

が必須であり，相互に補足的な役割をしていることが明らかになった。次に，

6種パラメーターのうち，5種を固定し1つのパラメーターを変化させシミュ

レーションを行った（Fig．　14）。A，　B，　D。およびD・E。の各パラメーターの

変化は，それぞれに特徴的なプロファイルを示している。しかし，Dpおよび

εscの変化は類似のプロファイルを示しどちらのパラメーターの変動の結果

得られたプロファイルであるのか，その検出は難しいと判断された。そこで，

空隙率ε、cおよび，その率で存在するpore　pathway中の薬物拡散係数D，は

計算の都合上別途算出を行うが，評価には，積の形ε，c・D，として用いること

とした。ただし，lipid　pathwayの率，　（1一εsc）については，算出される

値をそのまま用いることとした。その理由はε、cの変動（O．　01－O．　20）の寄与は

hpi煙pathwayの透過にとっては小さいためである。以上から，　K。vを独立変
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数として扱い，数種極性の薬物を用いて透過実験（PFT）および皮膚全層中薬

物濃度（CFT／Cv）を調べる実験を行い，促進剤の適用でP，。一K。vおよびC　FT／

C。一K。vの関係がどのように変化するかをグラフ上で確認し，さらにこれら実

験データと（13）および（26）式を用いて曲線回帰を行い，各促進剤ごとに5種

（A，B，　DL，εscDp，DED）パラメーターを求めることで促進剤の作用が評価

可能となる。最後に，薬物の極性（K。v）と皮膚全層透過係数：（PF。）の関係につ

いて，（13）式の極限をとることにより得られる重要な知見について述べる。

（13）式から，D　，D＞＞D，の条件では，

lira　（Kovdi　O）　PFT　＝£scDp／Lsc　＝£scPp （27）

1加（Kov→oo）P　FT＝：εED　D　ED／LED＝PED （28）

　（27）式から，基剤への分配性が高い薬物は主としてpore　p識聡yのみを

透過する。一方，　（28）式からオクタノールへの分配性が高い薬物（角質層へ

の分配性の高い薬物）は生きた表皮および真皮の透過が律速となる。薬物の皮

膚透過係数（IP　，，）はその薬物の極性（：K。v）に依存し，最小値εscPpから，　K。v

の増加に伴い，IP　EDを漸近線として上昇することになる。皮膚を2層膜として

モデル化することによって，真皮律速の存在を式の上から推定することができ

る。
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第2節物理化学的パラメーターから見たMEW系の促進機構

　前節のモデルに基づきMEW系の促進機構を解析した。モデル薬物には第1

編で用いた極性の異なる4：種類，MPH，　ATL，　NFおよびVINを選i択し

た。前編の実験でMEW系の促進効果は，4一メントールとエタノールの効果が相

乗的に出現したものであることが示唆されていた。このような効果は，それぞ

れの作用が異質のもので，かつ，独立に現れる場合に見られると推定される。

そこで，本節ではMEW系の促進効果に対するひメントルとエタノールの寄与

を知るために，水（W），5％e一メントール／水（MW），40％エタノール／水（EW）

およびMEW系（MEW）の4種基剤を用いて実験を行った。まずK。vを求め

るために，各薬物の4種基剤およびオクタノールに対する溶解度を測定した。

次に，前編と同様の方法でヘアレスラット腹部摘出皮膚および2チャンバー拡

散セルを用いて透過実験を行い，4種基剤からの各薬物の皮膚透過速度を求め

た。本編で構築したモデルは定常状態を仮定しているため透過速度には累積透

過血塗時間曲線の直線部分である6～8時間の傾きを用いた。また，この透過速

度に対応する定常状態皮膚全層中薬物濃度としては，8時闇の透過実験終了直

後にセルにマウントした皮膚の薬物透過部分α95c盟2を打ち抜き，この部分の薬

物濃度を測定して用いた。P　F。は定常状：態薬物透過速度を基剤中薬；物濃度で除

して求めた。CFT／Cvは皮膚中濃度を基劇中薬物濃度で除して求めた。実験に

用いたドナーおよびレシーバーをTablelVに示す。

T＆ble　W．　Do璽or　a磁Receiver　Co聯ositio逓s　Use感in癒is　Experi避e蹴t

Drug Vehicle Receiver

W Eee 醗思

盟PH

ATgL

醗

V’IN

1％Sc，lg一．

跳Sol。

2％Smps．

2％Suse

1％SOie

1％Sol．

2％Suse

2％Suse

1％Sol．

1％Sc“IE．．

2％Spts．

2％Sess．

1％S（］）］一e

1％Sol．

2％Sgs．

2％Sass．

Water

認ater

40％］PEG

40％PEG

Soi．　：Sokut　ioR．　Sops．　：Sifsgeens　ieKi．　PEG：Polye　thyieneglycol　400

一　34　一



　TableVに実験により得られたK。v，

て示した。

C・・／C・およびP，Tを対数値とし

Tabie　V．　Ko　v，　CFT／Cv　and　PFT　Vklues　of　of　Drgigs　Obtained　from　the

　　　　　Experiment　（Exgeressed　Log＆rittwically）

MP　ff ATL NF VIN
log　K　o　v

　W
　MW
　EW
　MEW
gog　C　F　T／　C　v

　W
　MW
　EW
　MEW
log　P　F　T　（ctu／s）

W
MW
EW
MEW

一2a　53

’2e　46

ntQe　78

inQe　63

一lo　38

－Oe　61

－le　！7

－Oe　66

ny
V0　38

mse　86

－7e　12

－5e　36

一〇．　30

－Oe　31

－le　30

－le　32

imne　72

－O．　032

nvne　96

－Oe　13

一6e　54

－4n　96

－7e　21

－5e　08

3e　35

3e　07

0．　4！

Oe　14

Oe　59

1e　60

rm
n．　78

0e　21

一5．　07

inS0　92

－6e　92

－5e　44

3e　56

3e　49

1e　56

1e　12
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　：K。vはWとMW，また，　EWとMEWとでそれぞれ近似した値であった。これ

は，WとMWまたEWとMEWに対する各薬物の溶解度がほぼ等しいためであ

る。さらに，エタノールを含むEWおよびMEWでは，それぞれWおよびMW

に比して高い溶解度を示した。CFT／Cvは4一メントールを添加することによって，
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すなわちWに対してはMW，　EWに対してはMEWとなることによって増加し

た。PFTはEWで小さく，4一メントールを含むMWおよびMEWで大きな値を

示した。

　次に，これらの値に対して，（13）および（26）式の同時あてはめ行い，6種

パラメーターを各基剤ごとに求めた。計算には，非線形最小二乗法プログラム

MULTI96）を用いた。回帰の寄与率は79．6％であったため，（13）および（26）

の両式はP　F。とK。vおよびCFT／CvとK。vの関係をそれぞれ表現しているもの

と考えられた。Fig．　15にその結果を示す。
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　図の上部には計算によって得られたパラメーターの値を示した。図中の各点

はT　able　Vで示す実測値である。また，図の各線は求めたパラメーターを用い

てシミュレーションを行ったものである。

　Wを用いたときP　F。はK。vの上昇に伴って上昇した（（a），黒丸）。これに

対し，他の粒剤では，K。vの上昇に伴うP，Tの変化は小さいものであった。興

味あることにWからMW，　EWからMEWへと4一メントールを添加することで，

その皮膚全層中濃度／基諦1中濃度比（10gC，T／C。）が両対数グラフ上で平行移動す

ることが認められ，またWからEWおよびMWからMEWへとエタノールを加え

ることによってシミュレーションカーブの傾きは減少した（（b））。

　これらの結果をパラメーターの変動としてとらえると，ひメントール添加に

よるPFTの上昇および10郵FT／Cvの平行移動はAおよびDL上昇の結果である

（Fig．　15，上部）。Fig．　14（1）および（3）から明らかなように；Dしの上昇のみでは

logCFT／C。の大きな平行移動は説明がっかない。また，　Aの上昇のみではP，Tの

強い上昇は同じく説明できず，両者ともに上昇したものと考えられた。次にエ

タノール添加による傾きの減少はBの低下によるもので，これはFi＆14（2）か

らも明らかである。パラメーターの計算結果を要約するとe一メントールはA，

D、，およびε、cD，を上昇させ，そしてエタノールは溶解度の上昇，　Bの減少，

εscDpの増加をもたらした。両促進剤はそれぞれ異なるパラメーターを変動さ

せることから，作用機構の異なる促進剤であると考えられた。しかしながら，

Wにエタノールを加えたEWではDしの低下を見るのに対し，MWにエタノール

を加えたMEWではこれを低下させない。このことは，　MEWの強い促進効果

が単に，ひメントールとエタノールの相乗効果だけではないことを示唆する。そ

こで次に，促進剤であるエタノールおよびe一メントールの皮膚への移動につい

て検討するために，実験終了直後（8h）のこれらの皮膚中濃度を測定した。

TableVIに測定結果を示す。

　MEWは4一メントールの皮膚全層中濃度をMWの約2倍，同様にエタノールの

濃度はEWの約2．5倍上昇させた。このことから，　MWにエタノールを加えても

D。が減少しないのは，より強い促進剤である4づントールの皮膚全層中濃度が

上昇するためと推定された。
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TableVl。　Ethanol　a舩｝蟹e藪伽1（：bnte醜鼠聡F腫11－Thic㎞ess　Sk並

　　　　after　8－hr　Experi皿e髄s

（加te櫨（％）

Ve歴cle Ethano1 1－Mentkol

MW
EW
MEW

3e　2±Oe　4

8e　6i1　Oe　1

3e　O±Oe　3

5e　7±Oe　6

次に促進剤の銭無および皮膚に対する作用を考察するために，各促進系ごと

のパラメーターの値を水基剤に対するおおよその比として，Table㎎に示す。

TableVgg．　Approxim＆te　Magnificatios　of　Paraneters　to　ee

A B DL　EscDp　DED
MW
EW
MEW

3

3

一　25
0e5　Oel
Oe　7　25

4
り
乙
n
U

　
　
6

Oe　5

Oe　5

　MWおよびMEWに見られる，4一メントールの添加によってもたらされるA

の上昇は，角質層中での溶媒の溶解度上昇を意味し86），基剤から角質層へ溶媒

が移動し易い状態になったことを表している。このことは，前編，Fig．7および8

に示した溶媒の皮膚透過性が，D20ではMEW＞MW＞EWおよびEtODで
はMEW＞EWとなった結果と一致し，6一メントールには基剤溶媒を皮膚へ移動

させる作用のあることが示された。EWおよびMEWでの，エタノール添加に

よるBの低下は皮膚極性の上昇を意味し86），皮膚への極性物質の分配性上昇と

脂溶性物質の分配性低下を示唆している。そのため，皮膚へ分配しにくい水溶性

薬物に対しては促進効果を有すると考えられるが，脂溶性薬物では透過性低下
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を招く場合のあることが推定される。このエタノール添加によるBの変化は，

種々論文間において，異なる薬物（極性に違いが出る）を用いて行われたエタノ

ールの促進効果の結果や評価が異なる原因とも考えられた9η。D，に対する影

響はe一メントールを含むMEWおよびMWと，　EWとで大きく異なり，前者は上

昇，後者は減少させた。TableWからe一メントールの主たる促進作用はD，の上昇

と見なすことができ，これはBarryらの結果と一致した。また，その皮膚に対

する作用は彼らの仮説4　7）である，角質層晦下面野里の脂質配列を乱すこ

とによる作用と推定される。その理由として，溶媒の透過抵抗の低いporeの

寄与を示すε，c・D，に比べD。の上昇が大きいことが上げられる。ε、c・D，の

上昇は，Aの上昇に起因する溶媒の透過性五進からも説明可能であるが，晦越

domainにおいて強く拡散性が上昇するのは，この部位の構造変化が示唆される

ためである。一方，エタノールによるD，減少の原因については明らかにできな

かった。しかし，エタノールの促進効果は角質層細胞間脂質の流動性上昇には

なく，脱脂以外にないとした，B◎ewaamaanらの報告82）には矛盾しないものであっ

た。すなわち，エタノールは薬物の溶解度および，poreの寄与（ε，c・D？の

上昇）を上昇させ，高濃度の薬物溶液をpore　pathwayを通して運ぶことで促進

効果を示すと考えられた。最後に，D，Dはe一メントールを含むMWとMEWで

わずかに低下する傾向が見られたが有意な変化とは考えにくいものであった。

　ここで，前編第3章および第4章で行ったMEWの促進機構についての仮説

および考察と本章の結果を照合してみた。前編では溶媒透過の実験結果から，

MEWの促進機構は，①ひメントールがエタノールの透過を促進するため，角

質層へのエタノールの浸透量および浸透速度が増加し，その結果，②e一メント

ールや薬物（特に水溶性薬物）が角質層に分配しやすくなる。次に，③ひメント

ールが角質層中の透過抵抗を減少させ，溶媒および薬物の透過が充進ずる。ま

た，40％エタノールはモデル薬物であるMPHの溶解度が最も高くなる組成，

すなわち，コソルベンシーを示す組成であり，このことからMEWの適用によ

る促進効果には溶媒けん引の寄与があるかもしれない，と考えられた。①につ

いては前述のひメントール添加によるAの上昇と一致する。②については，B

の減少に伴う水溶性薬物の分配性上昇から説明できる。③についてはMEW適
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用によるDしの上昇と一致する。また，溶媒けん引については，MEWの適用で

εsc・D，が著しく増大（TableW，60倍）することから，　poreの寄与上昇で説明

可能と考えられた。

　本章で構築したモデルは，促進剤の特徴を5種パラメーターを用いて多角的

にとらえることが可能であるため，促進剤の評価あるいは組み合わせによる製

剤応用に有用と考えられた。すなわち，異なるパラメーターを変化させる促進

剤の併用は相乗効果が期待される。また，このモデルを使用して行ったMEW

系の評価結果は，全く異なる促進特性を有するひメントールとエタノールの効

果が相互に打ち消し合うことなく反映されるものと考えられた。
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第2章ヘアレスラットとヒト皮膚間に見られる
　　　　　促進効果の差と促進機構

　前編の実験において，MEW系の促進効果はヘアレスラットとヒト皮膚とで

明らかに異なっていた（Fig．　11）。このことは，ヘアレスラットとヒト皮膚と

で，そのバリアー能を担う構造が異なるための現象と推定される。そのため，

両皮膚間の促進効果の差を検討することにより，促進剤の作用の本質について

の情報が得られる可能性がある。また，ヘアレスラット皮膚は経皮吸収の実験

に最も汎用される皮膚であるため，これとヒト皮膚との物質透過性の差を研究

することは重要である。そこで本章第1節では，促進機構解析の一環として，

この促進効果の差の程度および原因について調べた。また，第2節ではMEW

系適用時，ヒト皮膚で認められる透過のラグタイムと脱脂との関連性を速度論

的に解析し，促進効果に対する脱脂の寄与について検討した。

第1節促進効果の差とその原因

　経皮吸収促進剤の効果に見られる種差は皮膚のメインバリアーである角質層

の構造・組成が動物種により異なることに起因すると考えられる。醗iasはヒ

トおよび動物皮膚の角質層構造成分を分析し，その組成比が異なることを報告

している98）。角質層のバリアー能を担う脂質成分には，リン脂質，スフィンゴ

脂質，ステロール類トリグリセリドおよび遊離脂肪酸があるが，なかでも中性

脂肪（遊離ステロール類，ステロールエステル，遊離脂肪酸トリグリセリド）お

よびセラミドの極性基が脂質二重層の配列を維侍していると考えられており，

バリアー能への寄与は大きいと推定される99）。ヒト皮膚の中性脂肪含有率は

約80％であり，ブタあるいはマウスの約50％に比べ高いが，セラミドおよび糖ス

フィンゴ脂質では，むしろマウスおよびブタの含有率が高く，ヒトの12％に対

し，それぞれ34％および41％である98）。このような組成の違いは薬物の経皮吸

収性に少なからず影響すると考えられる。具体的な例として，Satoらはニコラ
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ンジルをモデル薬物とし，Azoneおよびミリスチン酸イソプロピルを促進剤と

して経皮吸収促進効果の種差を検討し，ヒトでの促進効果は角質層表面脂質の

多い動物（ヘアレスラット，ヘアレスマウスあるいはモルモット）に比べ低い

ことを報告している55）。そこで，本編では，ヘアレスラットとヒト皮膚間の促

進効果の違いを，角質層からの脂質の溶出性と関連付けて解析し，皮膚のバリ

アー能と促進剤の作用との関係を検討した。促進剤は前章同様W，MW，　EW

およびMEWを用いた。ここで，これら促進系を選択した理由は，作用様式が

異なる促進剤の代表としてであり，促進感熱用時のヘアレスラットとヒト皮膚

バリアー能変化の差を促進剤の種類と無関係に評価することは出来ないためで

ある。モデル薬物としては現在TDSとして最も汎用されている硝酸イソソル

ビド（9SDN）を用いた。　I　SDNの構造式および簡単な物性をFig．　16に示

す。

02NO
o

e
ONO2

ml⑪lw電　豊盤㊨

　m幽　＝⑲。C

墨⑪甥Kow＝　畷・3偲

晦。総。c馳㊧繍儲細螺。宝物麗昏乱y豊苺。◎醸e鵬直◎農麟騨◎陣酋鵬◎菅

　　　旛◎＄◎施漕《艶dl醜1豊r趨瞼（ISD麗）。
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　ヒトおよびヘアレスラット皮膚を用いin　vitro透過実験を行った。ただし，

ヒト皮膚は入手が難しく実験を行える例数には限りがある。そこで，1回の実

験でより多くの情報を得るために，第1編3章で行ったように，水およびエタ

ノールをD20およびEtODでそれぞれ代用し，溶媒および4一メントールの透

過量についても同時に測定した。ISDNは基剤中の活量を一定にするために，

懸濁状態で適用した。Fig．　17に透過実験の結果を示す。また，　Fi＆18にはヒ

トとラットとで各促進系の効果がどのように違うのかを見るために，時闇毎の

累積透過量比（ヒト／ラット；H／R）を示す。Tab亙e皿には促進効果の差を

分かり易くするために実験終了時（8時間目）のH／Rを示す。

　透過実験の結果得られた促進効果の差は次の4点に要約される。①いずれの

透過物質（ドナー成分）および促進系においても，ヒト皮膚透過性はヘアレス

ラットに比べ低い値であった（Fig．　17）。②ヒト皮膚ではMEWを用いたとき

初めて強い促進効果が得られた（Fi＆17）。③EWおよびMEWでは透過物質

によらずH／Rはほぼ一定であるが，MWでは透過物質によって異なる値を示

した（Fig。18，　Table田）。④ヒト皮膚ではM　E　Wを用いたとき，透過物質によ

らず約2時間のラグタイムを示すがヘアレスラットではそれは見られなかった

（Fig　17）　．

　これらの結果から次のことが推定される。　（1）ヒト皮膚はヘアレスラット

に比べバリアー能が強いが，（2）MEWはこの強いバリアー能をも大きく低

下させることができる。また，　（3）エタノールを含む促進系では物質種に無

関係に一律にバリアー能を低下させるが，e一メントールの促進効果は物質種に依

存し，さらにその効果はヒトとヘアレスラットとで異なる。（4）MEW適用

によるヒト皮膚のバリアー能低下は経時的に変化する。
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　そこで，さらに，これらの現象がヒト皮膚とヘアレスラット皮膚のどのよう

な相違によるものであるのかを検討するために，角質層バリアー能の本体であ

る脂質のドナー側への溶出量を，経時的に測定した（Fig．　19）。脂質量は総脂

質として，血i塾tらの方法99）に従い測定した。また，中性脂肪のなかでも角質

層の構造維侍に最も関与が深いと考えられているコレステロール100）の各促進

系に対する溶解度を測定した。なお，角質層総噸質量と溶出した脂質量を比較

するために，角質層総脂質含量を測定した（F遮19，斜線）。さらに，前章の実験

において皮膚中ひメントル濃度が促進効果に関与していると考えられたため

実験終了直後にこれを測定した（Table　Pt）。

　興＆19から，各促進系の促進効果と脂質溶出量：との間に相関性の認められる

ことが分かる。すなわち，ヘアレスラットの場合，促進効果は透過物質によらず，

MEW＞MW＞EWであり（Fig．　17），脂質の溶出量も同様にMEW＞MW＞

EWであった。ヒト皮膚の場合，促進効果はMEW＞＞MW≧EW，脂質の溶

出量はMEW＞＞EW≧MWとなり，　MEWが他の促進系に比べ著しく強い

作用を有し，MWとEWではほぼ同程度の作用であることが伺われる。また，皮

膚中e一メントール濃度は促進系を問わずヒト皮膚ではヘアレスラットの1／4

程度であり，ヒト皮膚は4一メントールが分配しにくく，かっ，脂質溶出性の低い

構造であることが明らかである。さらにコレステロールの各促進系に対する溶

解度の測定結果は，EW；＆1，　MW；20。　8，　MEW；683μ8加1であり，促進効

果の強さと一致した。これらのことから，先に述べた（1）および（2）の促

進剤作用の強弱の差は，促進系による角質層構造脂質の溶解力および皮膚の種

類の違いに起因する，脂質保持能力の差で説明できるものと考えられた。次に

（3）の透過物質の違いによりH／Rに差が出る場合（MW）と差の見られな

い場合（EW，　M　E　W）について考察する。Mortwotoらはヘアレスラットおよび

ヒト皮膚を通しての薬物経皮吸収性の予測式を報告している（ヒト：P（cm／s）＝

1．17×10“7K。wo’75i＋2．　73x10　8，ヘアレスラット：P（cpt／s）ニ478x10イK。wo’589＋

8。33x10一8）101）。これによると，ヒト皮膚では水溶性薬物の透過性がヘアレスラッ

トに比べ低く，薬物の脂溶性が高くなるにつれて両者の差が小さくなる。この

ことは，Ille1らの，ヘアレスラット皮膚を通しての薬物吸収性には毛嚢等の経
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付属器官ルートの寄与が大きい，とする報告102＞からも理解できる。MWはラッ

ト皮膚に対しては脱脂効果を有するが，ヒト皮膚に対する効果は弱い（Fig．　19）。

そのため，ラットでは水溶性薬物の透過ルートであるpore　geathwayの寄与が

上昇し，これらの薬物の透過性が上昇しやすい。D2　QISDNおよびひメント

ールを極性の点から見た場合，D20は極性物質，　BDNの10g：K。wは1．　3497》

そして，ひメントールは油状物質である。MWの適用によってヘアレスラット

皮膚ではヒト皮膚に比べ極性物質の透過性が冗評したため，H／Rの値がD20

＜亙SDN＜e一メントールになったものと推定される。一方EWおよびMEW

でこのような現象がないのは，EWではヒトおよびヘアレスラット，両皮膚の

脂質構造に対して作用が弱いため，MEWではどちらに対しても作用が強いた

めである。最後に（4）MEW適用時のラグタイムの差についての闇題がi残る

が，これについては次節で詳細に述べる。
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Table　IX． 1－esenthoi　CoRceRtrat　ion　iR　Elairless　Rat　and　KuaaR　Skin

after　the　8h　Per皿eation　Exper血ent

Vehicle 1－Kenthol　Coitcentration　（mg／g）

ffairless　Rat　HumaR

MW
MEW

330　8

72e　9

8e　5

17e　4

第2節ラグタイムの差とその原因

　ヒト皮膚にMEWを適用した場合，透過物質とは無関係に約2時間のラグタ

イムが見られた（Fig．　17）。一方，ヘアレスラットではラグタイムは認められ

なかった。一般に，物質の膜透過に見られるラグタイムは，膜に適用した基図

等が膜の性質に影響を与えない場合，物質の膜への分配拡散が定常に達する

までの耳聞であり，次式で与えられる103）。

T　＝＝　L2／　6　D （29）

　ここで，τはラグタイム，：Lは膜の厚み，Dは膜中での拡散係数である。

Dはさらに，分子量の関数として表すことが可能で，これはすでに（4）式と

して示した。

log　D＝一Ci×　log　M十　C　2
（4）

　C1およびC2は定数Mは分子量である。　（4）式を（29）式に代入すると，

τは膜の厚みしと分子量Mの関数になる。D20，　EtOD，e一メントールおよ

びISDNの分子量はそれぞれ，20，54，156および236であり，実験中皮膚
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に変化がなければ透過物質間でラグタイムに差がみられるはずである。そこで，

この現象は脱脂に起因する経時的な皮膚変化で説明可能であるかどうか検討す

るために，2層抵抗モデルに基づいて解析した。

前章同様皮膚を2層膜と考えると，

RT　＝＝　Rsc十RED （30）

　ここで，RT，　RscおよびR　EDは，皮膚全層，角質層および生きた表皮および

真皮の抵抗である。

　興味あることに，ヒト皮膚にMEWを適用したときの物質の透過プロフィー

ル（Fig。17）およびヒト皮膚にMEWを適用したときの脂質の溶出プロフィー

ル（Fig　19）は，共に約2時闇にベンディングポイントをもつ凹型および凸型

の曲線である。そこで，角質層の透過抵抗（バリアー能）が脂質の溶出に伴い

低下し，そしてその低下が1次の速度過程に従うと過程するならば，

Rsct＝　Rsce　e　一k‘ （31）

とおける。ここで，Rsc、はMEW適用後t時間の角質層の透過抵抗，　Rscoは

MEW適用前の角質層の透過抵抗である。　kは速度定数である。（31）式を（30）

式に代入し，透過係数Pと抵抗Rの関係がP＝1／Rであることを用いると・

PTは次式となる。

1）T＝　（Pscoek”PED）　／　（Pscoek’十PED） （32）

なお，全ての上つきおよび下つき文字の意味は抵抗のときと同様である。

P，DがP、coのA倍大きいと仮定すると（P，。・A・P、co）上式は，

PT＝　（A’Pscoek’）　／　（A十ek’）

　＝A’Psco／　（A　e－kt十　1） （33）
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となる。累積透過量Qを用いるとflux，」は次式となる。

」＝dQ／dt＝＝PTCv

　　　　　　＝Cv’A’Psce／　（A　e－k‘十　1） （34）

ここでC・は基剤中薬物濃度：である。Qをtで積分すると，

Q　：Cv・P，，，・A－Sg　1／　（Ae－kt＋1）　dt

　＝＝　Cv’　Psco（A／k）in（（A十　ek’）／（A　十　1）） （35）

となる。　（35）式を用い，tを独立変数Qを従属変数としてシミュレーショ

ンを行えば，1次速度：に従って角質層のバリアー能が低下するときの累積透過

量が得られる。しかしながら，kおよびAが未知であるのでこれを決定する必

要がある。kはFig．　19から，ヒト皮膚のバリアー能が2時間で1／10に低下した

と仮定すると，（3D式から1．15ゼと計算される。　Aは透過物質の極性により

決まる値で，水溶性物質で大きく脂溶性物質で小さくなると考えられるが，そ

の範囲はほぼ5～100程度と推定されるlo4》。そこで，　Aを5，10，30，50およ

び100の5通りに設定し，k＝1．15として，それぞれシミュレーションを行っ

だ。その結果をF遮20に示す。

　いずれの曲線も見かけ上，2時間の周辺にラグタイムを有するかのような推

移を示し，Fig．　17のMEWをヒト皮膚に適用した際に見られた現象と一致した。

このことから，MEW適用時，透過物質の種類とは無関係に得られる一定のラ

グタイムは，角質層からの脂質溶出に伴う経時的バリアー能低下から説明可能

と考えられた。
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第3章本編の考察

　MEW系の経皮吸収促進効果すなわちひメントールとエタノールの併用効

果を分配・拡散といった物理化学的側面から検討した。また，ヘアレスラット

とヒト皮膚闇に見られる促進効果の差の検討を通じて，皮膚バリアー能の指標

と考えられる脂質の溶出と促進効果との関連性について知見を得ることができ

た。薬物の皮膚への分配性および皮膚中での拡散性は薬物そのものの性質，お

よび薬物と皮膚との相互作用の結果決まるものである22＞。そのため，基剤の修

飾によってこれらが変化する場合，訟訴が皮膚へ何らかの影響を及ぼしたと考

えるべきである。第1章で構築したモデルは促進剤の適用によって変化した分

配および拡散の種々係数を皮膚変化のパラメーターとしてとらえ，同時にこれ

ら変化したパラメーターを促進剤作用の指標として利用しようとしたものであ
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る。結果としてMWとEWは異なる作用を有する促進剤で，これを組み合わせ

たMEWは両者の作用を有する極めて強力な促進系であることが明らかになり，

強い効果を得るためには最良の組み合わせであることが判明した。本法は促進

剤を，5種パラメーターを用いて多角的に特徴づけることができるため，促進

剤の分類，合理的な併用あるいは促進剤の開発への応用が期待される。

　一方，ヘアレスラットとヒト皮膚間に見られる促進効果の差の検討結果は，

脂質の溶出量と促進効果とが促進剤の種類および皮膚の種類とは無関係に相関

する可能性を示唆した。皮膚のメインバリアーはヘアレスラットおよびヒトの

いずれにおいても角質層脂質である98）ことを考えるとこの現象は理解できる。

さらに，ヒト皮膚にMEW系を適用した場合の見かけのラグタイムはいわゆる

分配拡散のラグタイムとは異なり脂質の溶出に起因する経時的バリアー能の低

下によるものと考えられた。このことは，促進剤の適用による皮膚中薬物拡散

係数ヒ昇をラグタイムから解析することには闇題のあることを示すものであり，

注意が必要と考えらた。
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第3編MEW系のin　vivo適用の検討105）

　第1編および第2編で，MEW系の考案およびその作用機構について詳細に

述べた。MEW系は効果および実用性の両面において，極めて有望な経皮吸収

促進剤であるため，本論文における基礎的研究以外に，製剤応用へ向けてのプ

ロジェクトが組まれ，MPHのTDS化に成功を納めっっある。　MEW系その

ものでは脱脂に起因する皮膚刺激が強いため，エタノール濃度を下げ，第3の

溶媒および成形のための高分子を添加して，試作製剤による試験が進められて

いるlo6）。Fig．21は試作製剤を家兎背部に貼付した後の，血中MPH濃度唯

移の実測値および予測値である。予測値は沁vitro実験から得られた透過速

度と静注後の消失速度をコンボリューションして得たものである。両者には高

い相関性が認められる。さらに，この血中濃度平門を同用量の経iコ徐放性製剤

（MSコンチン⑧）と比較したものがFig．　22であるが，優れた持続性を示してい

ることが明らかである。一般に，　tw　viv◎の薬物経皮吸収速度はigi　vitr◎の結

果を反映することが知られているiO7’109）。MPHの試作製剤についてもその

ような結果が得られている（Fig．　21）。しかしながら，最近，　in　vitroとitme

viVOの薬物経皮吸収性が必ずしも一致しないことを示す報告がある110－li2）。

通常沁vitroの経皮吸収実験はドナー側からレシーバー側への物質移動の駆

動力を損なわないようにシンク状態を保つ必要があり，ドナー／レシーバーの

濃度比を10倍以上にして実験をすることが勧められているH3）。hvitroと

in　vivOとで相関性がないとする報告は，このシンク状態がin　vivOでは不

十分であることが原因である。また，難溶性の弱電解質の場合，レシーバーの

pH依存的に溶解律速が生じ，経皮吸収性が低下するとの報告もあるH4）。著

者は予備的実験において，NCのin　vivo経皮吸収性が第1編，第2章で行っ

たin　vitroの結果に比較して，著しく低いことを経験した。そこで，本編で

はMEw系を用いたときのNCのin　vitro／in　vivo相関について検討し，　in

vivOでの促進剤適用上の問題点について述べる。
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第1章　MEW系のin　vitro／in　vivo差の検討

　第1節hvitro／in　vivO差の検討に用いるモデルの構築

　生体に経皮適用された薬物が全身循環系に到達するためには，①角質層を通

過し，②生きた表皮および真皮に溶け込み，③そこに存在する皮膚血管系によっ

て取り去られなければならない。①および②は，受動拡散過程であるので，通

常行われる沁vitro透過実験すなわち，摘出皮膚の皮下組織を除去し，皮

膚全層を用い，レシーバーをシンク状態にして行う透過実験で再現可能である。

抵抗モデルに基づいて（第2編，第1章，第1節参照）これを表現すると次式

となる。

　　　　　　　　　1／Pv｛T＝1／Psc十1／PED　（35）

　ここでPは透過係数下付き文字VIT，　SCおよびEDは，それぞれtw　vitro，

角質層および生きた表皮および真皮を意味する。式を変形すると，PVITは，

　　　　　　　IPviT＝　（Psc’　PED）　／　（Psc十IPED）　（36）

となる。次に，in　vivoの薬物透過係数PVIv。は次のように示される。

　　　　　　　　　1／Pv！vo　＝＝　1／PviT十　II一／PcB　（37）

　　　　　　　Pvivo＝　（PviT’　PcB）　／　（PviT＋PcB）　（38）

　ここでPCBは生きた表皮および真皮から皮膚血流（cutaneows　blo磁flova）

に取り込まれるときの透過係数である。

　透過係数（次元：長さ／時間）は単位面積（長さ2）当たりのクリアランス
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（長さ3／時間）として表現できるl15》ので，

とができる。

（38）式は以下のように書き直すご

IPvivo＝　（PviT’　CLcB／A）　／　（PviT十CLcB／A） （39）

Pvivo　：　（IPviT’　CLcB）　／　（A’　PviT＋CLcB） （40）

ここで，C：LCBは薬物の皮膚血流クリアランス，　Aは面積である。

　薬物溶液を皮内注射し，得られた血中濃度を静注時の消失速度を用いてデコ

ンボリューションl16）すれば皮内から血流中への薬物吸収速度が得られる。さ

らに，この値を適用濃度で除すと薬物の皮膚血流クリアランス，C：L、、が算出

される。皮内注射を行った直後，皮膚には隆起が見られるため，これを薬物溶

液の拡散面積，Aと仮定すれば（40）式を利用することが可能となる。

　（39）および（40）式から，PvIT＜＜C：LcB／A　の条件では，　P。w。≒Pv、T

となり，薬物の経皮吸収速度は”皮膚制御”の状態117）である。一方　P・IT＞＞

C：L，，／AではP　ViV。≒CL，，／Aであるため，経皮吸収速度は”血流制御”

の状態となる。強力な促進剤を用いてin　vitroの経皮吸収速度を大きく上昇

させることができても，皮膚血流クリアランスの低い薬物に適用した場合，血

流制御となり，皮膚へ薬物が蓄積することも推定される。

第2節in　vitro／in　vivo差およびその原因

　まず，NCの皮膚血流クリアランスを求めるために，静注および皮内注射の

実験を行った。NCの3mg／ml（10％エタノール／生理食塩液）を3㎎／kgの投与量で

ヘアレスラット頚静脈から投与し，体内動態パラメーターを算出した。計算に

はMULTI96）を用いた。血漿中濃i度唯移は次式で表された。

　　　　　　　Cp（ng／ml）　＝：2．　07e－2’23‘＋O．　462env　O’395‘　（41）

　次に，1％NC溶液200μ1をツベルクリン用注射器でヘアレスラット腹部に皮
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内注射した。注射直後，注射部位に形成された隆起の面積を測定しAとした。

血中濃度推移をFig．　23に示す。
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　皮内注射後の血中濃度データと（41）式を用いて皮膚血流クリアランスを計

算した。計算にはConvohtion　and　Deconvol就ion　Progran（mS技術研究所，

埼玉）116）を用いた。C：L　cB／A＝1．　671t1／h／c皿2となった。前述したように，

この値を上回るIP　v、Tを有する製剤では血流制御となり，皮膚に薬物が蓄積する

可能性がある。そこで，このことを確かめるためにin　vitro実験で数種製剤

の試験を行い，P。ITがCLcB／Aよりも大きい製剤（SOL）およびほぼ等し

い製剤（GEL）を調製した。そして，これらを用いてin　vivo経皮吸収実験

を行うこととした。SO：しの組成は10％NC／MEW，GELはSOLに15％の

濃度になるようにヒドロキシプロピルセルロース（HPC：150－400cps）を添

加したものである。SO：しおよびGE：しのin　vitro透過実験の結果をFig；．　24に

示す。なお，in　vitro透過実験はヘアレスラット腹部摘出皮膚を用い縦型セル

により行った。
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　　　Each　yaiue　represents　ths　mean　and　SE　of　three　experiments．

　SO：しでは，　IPviT　・23．3μ1／h／c皿2＞＞C　L，，／A（1．　67μ1／h／cm2）であった。

一方，GELでは，　PwT＝1。48μ1／h／cm2≒CLcB／Aとなった。次にこれら製

剤を用いて，iR　viv◎透過実験を行った。ヘアレスラット腹部にsOLあるい

はGELを適用し，経時的に採血をおこないNCを定量した。また，実験終了

直後に適用部位の皮膚を摘出し，皮膚中NC濃渡を測定した。　Fi墓。25に血中濃

度唯移を示す。hvitro同様，G：Eしに比べSO：しで高い値を示した。これら

血中濃度データと（41）式からデコンボリューションを行い，SOLおよび

GELのPvw。を求めた。それぞれの値は，　SOLでP　viv。ニO．　103μ1／h／c憩2，

GE：しではP。，v。＝0．015μ1／h／c皿2となり，極めて小さい値であった。しかしな

がら，皮膚中NC濃度は，　SOLで411㎎／gと極めて高く，GELでは4．　3ng／gと

低くSOLの1／100程度の値であった。これらの結果を要約してT　able　Xに示す。

また，比較のために，P。、v。の予測値についても併せて示した。この予測値は

iit　vitroの実測値であるP　VlTとCLCB／Aを（39）式に代入して得たもの

である。

一58一



一＋　SOし

（繭

ﾌ
⑳
二
）
脚
①
〉
①
顯
窪
ω
鑑
o
z

50

40

30

20

10

o
o 6 　　12　18

Time　（h）

24

Fl騨・盤5・Tl瓢糟硲◎亀』r醗騒◎馨麟農蕊m翻《鴻論＠磯舗蟹齪1⑪醜◎督麗。翻髄㊧留驚◎騨《漉1総屡》麟1㊨爲電1⑪髄

　　　　　◎費s◎臥翻論｛鯛G　ee　de。

　　　　　The　concentra　tions　are　norma／ized　in　apptica　tion　area　of　f　cm2．　Each　value

　　　　　represents　the　mean　and　SE　oMour　experim　ents．

Table　X．　Comp｛itrisean　betweeR　iit　vitro　and　in　vivo　Permae＆tion　Data

SOL GEL
P　vlT

P　vivo

（X‘i／h／cm　2）

（μ恥／cm2）

Observed

亙至sti皿ate（丑

CORce簸tratio翻

　　　沁skin（㎎／9）

23e　3

3（
）
農
U

曜
■
r
O

ゆ
　
　
　
り

0
1
土

411　±　12

1．　48

O．　015

0．　’Z8

4e　3±30　5

　　P　ViV。の実測値は予測値を大きく下回った。先に述べたMPH：の試作製剤で

は実測値と予測値とは一致した。MPHの場合iR　vitroの皮膚透過速度を入

力速度とし，静注後の消失速度を用いてコンボリューションを行い，得られた

血中濃度の予測値が実測値と一致している。このことは，一方でMPHの入力
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速度に対し，皮膚血流クリアランス（CL、、／A）が非常に大きな値であること

を示唆している。NCでこれが一致しないことの主たる原因として，①MEW

の刺激による皮膚血流の低下および②NCの皮膚中での溶解律速が考えられた。

そこで，次に①を確認するために，SOLおよびGE：しからNCを除いたもの

をヘアレスラット腹部に適用し，その部位の血流を測定した。血流測定にはレ

ーザードップラーフローメーター（LDF：Peri　Fhx　PF3＠，　Perime，　S　weden）を

用い，適用後30分および180分後に測定した。また対照として，適用周辺部位4

点の測定値の平均を用いた。Table　Mにその結果を示す。

Tabie　XI． LDF　eeeasurewent　of　SkiR　BIoo（E　Flotw　after　Treatment　with

蝿盟　o］r　15％圖［PC　i簸　麗留

MEW 15％HPC　in蟹E翼

Ref． Appl． Ref． App1．

30mtw

18butw

593　±　32 122±27　1207±111　1036±194

　　　　　1269±107　448±　89

Ref．：Reference　site．　ApgeL　：Appt　icat　ieit　s　i　te． （U磁：mv）

MEWの適用によって血流は30分で1／5にまで有意に低下した。また，HPC

を添加した場合でも180分後には約1／3にまで低下した。：LDFの出力単位はミ

リボルトであるが，これは血流中の細胞数／容蟄時間を反映するものである。そ

のため血流速度の増減および血管の収縮・拡張のパラメーターと考え得る。クリ

アランスは血流速度に比例するため，MEW適用により皮膚血流クリアランス

が低下したと考えられる。さらに血管の収縮を伴う場合は血管の表面積が減少

するため，皮膚血流クリアランスの低下はさらに大きなものになると考えられ

た。

　：LD：Fを用いた測定によってヘアレスラットの皮膚血流の低下が，血中濃度

の実測値と予測値との不一致の一因として明らかになった。しかしながら，ヒ
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ト皮膚にHPCを添加したMEWを適用した場合，180分および360分後に3～

4倍の血流増加が見られた。原因は明らかではないが，MEWの皮膚刺激：に対

する皮膚血管系の反応の仕方にも差が認められたことを付記しておく。

　次に②について調べた。NCはpK。が約7。　3の弱塩基の塩酸塩である114）。

NCの水に対する溶解度はTable［Vaで示したように12．7m墓／m1，　M　EWに対し

ては319rag／mlである。皮内のpHは約7。　4であるので，　p　Hτ4の緩衝液に対する

NCの溶解度を測定したところ，2．5μ騒加1であった。この結果は予想外に低い

値であった。GE：L適用時にNCの皮膚中濃度がSOLに比べ著しく低いのは

このためと考えられた。すなわち，SO：しでは溶媒の移動に伴うNCの皮内へ

の移動があり，次に皮内のpHの影響でNCが沈殿する。一方GELでは，

溶媒の移動が弱いために溶解律速の影響を大きく受けるものと推定された。そ

こで最後に，溶解律速をさらに検討するために，ヘアレスラットの腹部皮膚の

角質層をセロテープで取り除き，ここに，数種濃度のNC溶液を適用し，経時

的に血中濃度：を測定した。そして，適用5時間後に一部のラットの適用溶液を取

り除き，代わりにpHを1．5に調整したNC溶液を速やかに適用して，さらに血

中濃度を測定した。その結果をFig．　26に示す。
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　適用後5時間までの血中濃度推移は，適用濃度が50μg／mlから1㎎／mlまでは，

適用濃渡の上昇に伴い高くなると考えられた。しかし，1㎎／岨と5mg／m1では差

はほとんど見られないことから，皮内での溶解律速が示唆された。また，適用

液のpHを：L5にすることで血中濃度が上昇するため，その原因はNCの遊離

塩基の溶解度が皮内で低いためと考えられた。

第2章本編の考察

　MEW系適用時にim　vitr◎で達成できた透過速度が沁vivoでは得られな

い場合のあることが明らかになった。その原因の1っはMEW系の皮膚刺激に

起因する血流の低下，もう1っは皮内での溶解律速である。皮膚刺激については

MPHの試作製剤のように，処方の改良によって対処することが可能である。

しかしながら，溶解律速は薬物そのものの性質に負うところが大きい。そのた

め，TDS開発の初期の段階で，候補薬物の皮膚血流クリアランス測定が必要

と考えられた。皮膚血流は生体の体温調節の目的でダイナミックに変化し，100

倍近くの変動を示すことが知られている118）。In　vltroにおいてC：LCB／Aを

上回る効果を発揮する促進剤を舳vivoに適用すると皮内に薬物が蓄積するだ

けではなく，血流変動の影響がそのまま血中濃度に反映されることが推定され

る。このことは，今後の経皮吸収促：進剤の開発・応用に際して留意しなればな

らない重要事項と考えられる。
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結論

　経皮吸収型製剤（TDS）は非侵襲的，非経口剤形としての特徴を有する

ため服薬の自己管理ができない重症患者や高齢者に対する剤形として，また，

体外デバイスから薬物投与を行うため，投与の中断継続が容易であり，長

期闇にわたり血中薬物濃度をコントロールする必要のある患者には極めて有

用な剤形である。しかしながら，現在までに開発されたTDSである，スコ

ポラミン，ニトログリセリン，硝酸イソソルビド等は低融点であるため皮膚

に浸透しやすく，かっ少量で生理活性を示す物質である。そのため，多くの

薬物でTDS化を現実のものとするためには，安全で有効な経皮吸収促進法

が必須となる。

　そこで，著者は安全性が確立されている既存の医薬州民の添加物をそのま

ま，あるいは併用し，経皮吸収促進剤としての能力についてスクリーニング

した。その結果，強力な促進剤併用系ひメントルー工タノー一一一ルー水系（MEW系

：5％e一メントール／40％エタノール）を見出した。ヘアレスラット摘出皮膚

を用い，塩酸モルヒネ（MPH）をモデル薬物として沁vitro透過実験を

行ったとき，その促進効果は水溶液適用時の144倍，また，これまで最も強い

促進剤と考えられていたAzoneに比べても約5倍の促進効果を示した。次に，

この促進効果が実際に薬効を得るだけの経皮吸収速度を与えるかについて，

臨床的に使用頻度の高い6種循環器官用薬（水溶性薬物：塩酸ニカルジピン

（NC），アテノロール，カプトプリル，脂溶性薬物：ニフェジピン，ビン

ポセチン，ニルバジピン）を用いて評価した。評価には，最小有効血中濃度

を得るために必要な最小投与面積（A，。q）を使用した。A，e。は，水溶性薬物で

0、2c皿2以下，脂溶性薬物では15CPt　2以下となり，強力な促進効果が再確認され，

特に水溶性薬物の製剤化に有効と考えられた。

　ここで，このように強い促進効果が得られた原因を解析するために，皮膚

を不均一な角質層（SC）とこれに接続する生きた表皮および真皮（ED）

からなる2層膜と仮定し，この皮膚モデルに基づいて，薬物の皮膚透過速度

（PFT：単位濃度，単位面積当たりの透過速度）および薬物の皮膚／基剤濃
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度比（C，T／C。）を表現する式を誘導した。両式とも，薬物のオクタノール／

基剤分配係数（K。v）を独立変数とし，他に薬物の皮膚への分配および皮膚

中での拡散に関する6種変数〔SCの空隙率（ε，c），　SC実質部分および空

隙内の拡散係数（D、およびDp），　EDの拡散係数（ID　ED），線形自由エネル

ギー相関に基づく分配係数の補正項AおよびB〕を含む関数である。なお，

AおよびBはそれぞれ皮膚への溶媒の移行性および皮膚の極性変化を表すパ

ラメーターと考えることができる。すなわち，促進剤存在下，K。vの異なる

数種薬物を用いて皮膚透過実験を行い，P　FTおよびCFT／Cvを求め，これらの

値に対して2本の式を曲線回帰すれば，促進剤固有の6種変数の組み合わせ

が得られる。ただし，εscとD，の変動はPFTおよびCFT／Cvの変動に対して

類似の影響を及ぼすことがシミュレーションにより示されたため，両者は積

の形（ε，cD，）として評価することとした。ε，cD，の増減は皮膚透過全体

に対するpore（空隙）の寄与の増減として受けとめることができる。実験の

結果，MEW系の成分である4一メントール（MW：5％eメントール／水）は，

①膠剤溶媒の皮膚への移行増加，②角質層実質部分の薬物拡散性増大，およ

び③空隙透過の寄与増加を示した。一方，エタノール（EW：40％エタノー

ル）は，④皮膚極性の上昇，⑤基秘中薬物溶解度の増加，および③の作用を

持つことが明らかとなり，この両者を併用するMEW系は①～⑤の全ての作

用を有していた。また，①および③の作用についてはi聾剃成分である水ある

いはエタノールの皮膚透過性が増大することからも裏付けられた。

　次に，MEW系の作用がヘアレスラットおよびヒト皮膚で異なることに着

目し，この現象をMEW系の作用機構に関連付けて検討した。ヒト皮膚はヘア

レスラットとは異なり，MWあるいはEWでは促進効果が弱くMEW系使用

時に初めて強い促進効果の現れることが明らかになった。この原因はSCの

バリアー能の本体である脂質の溶出性がヘアレスラットとヒト皮膚とで異な

ることにあると推定された。すなわち，促進効果と皮膚表面から劇剤溶媒中へ

の脂質の溶出量には相関性が見られ，促進効果の強さおよび溶出量のいずれ

においても，ヘアレスラットでは，EW＜MW＜MEW系，ヒトでは，MW≒

EW＜＜MEW系，の順であった。また，角質層の構成脂質の1つであるコレ
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ステロールの溶解度（μ墓／mDは，　EW（8．1）＜MW（20。8）＜＜MEW系（683）

となり，ヒト皮膚での促進剤のランクオーダーと一致した。このことから，

本研究で用いた促進剤の効果の本質が，角質層構成脂質との親和性にあるこ

とが示唆された。また，MEW系をヒト皮膚に適用したとき，透過物質の種

類によらず一定のラグタイムが得られる原因は，速度論モデルを用いた解析

の結果角質層からの脂質の溶出に伴う経時的バリアー能の低下から説明可

能と考えられた。

　最後に，i簸v豆tro／in　vivo差について検討した。　M　E　W系に皮膚刺激をお

さえるための修飾を加え，MPHを含有させた試作製剤ではiit　vitro／in

vivoの経皮吸収性はほぼ一致する。しかしながら，　M　E　W系そのもの，およ

びNCを用いた実験では，舳vivo吸収性は極めて低下し，皮膚にi薬物が蓄

積した。この原因は，レーザードップラー血流計を用いた実験からMEW系

の皮膚刺激による皮膚血流クリアランスの低下，およびNCの皮内への溶解

律速と考えられた。NCは弱塩基の塩酸塩であり，　MEW系に対する溶解度

は319rag／mlと高いものの，皮内のpH約τ4では2．5μ菖／mlへと著減する。　N　C

のpK、は約7。　3であるため，遊離塩基の低い溶解性が原因と考えられた。皮

内注射と静注実験の結果から算出したNCの皮膚血流クリアランスは1．67μ1

／h／c蹴2となり，この値はMEW系適用時のi鯉itro　PFT，23．8μ恥／c麗2に

比べて低いものであった。このような場合，iR　vitroで達成された促進効

果がinviv◎で達成されないだけではなく，皮膚に薬物が蓄積する。　TDS

開発における薬物の選定に際しての留意事項として，皮膚血流クリアランス

の概念は重要である。

　以上，MEW系の発見，応用性，作用機構iの解析およびiR　vitro／in　vivo

差について検討した。本研究において構築されたモデルあるいは評価系は種

々の促進剤の促進効果の予測を可能にしており，今後の促進剤の併用や製剤

の合理的設計に利用するとき，極めて有用な情報を提供するものと思われる。
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実験：の部

第1編　実験の部

　1．実験材料

　塩酸モルヒネ（MPH）は武田薬品工業（株），塩酸ナロキソン（NX）は

シグマ社，ニフェジピン（NF）は和光純薬工業（株）から購入した。カプト

プリル（CPT）は三共（株），ニルバジピン（NL）は藤沢薬品工業（株），

塩酸四郷ルジピン（NC）は日産化学工業（株），アテノロール（AT：L）は

救急薬品工業（株），ビンポセチン（V亙N）は幸和薬品工業（株）およびニ

トレンジピン（NT）は吉富製薬（株）から提供された。　e一メントールは局方

晶を用いた。Azomeは住商ネルソン社から供与された。　Sefso1－318は日光ケミ

カルズ（株）から購入した。エタノール，ミリスチン酸イソプロピル，ひカル

ボンは和光純薬工業（株）から試薬特級を購入して使用した。CPT定量のた

めの蛍光ラベル，N一　（1－Pyrene）幽le畑i曲（N　P　M）は和光純薬工業（株）から

購入した。重水（D20）はメルク社から，工タノールーd6（EtOD）はア

ルドリッチ化学から購入した。その他の試薬は市販特級もしくは高速液体クロ

マトグラフ用を購入して用いた。

　2．実験動物

　雄性のヘアレスラット（WBN／亙：LA－Ht，7－8週令，！60－200g）を埼玉

実験動物（株）より購入，もしくは城西大学生命科学研究センターから分与さ

れて使用した。

　3．皮膚の調製

　ヘアレスラットの腹部皮膚をベントバルビタールナトリウム（ネンブタール⑭

注射液，大日本製薬）麻酔下（50㎎／kg，　ie　Pe），透過実験用のセルの外径に合

わせて丸く切り取り，皮下組織および脂肪を切除して実験に供した。

　ヒト皮膚は埼玉医科大学総合医療センターにおいて，胸部外科手術時に摘出
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された43　一　74才の女性のものを用いた。使用直前まで，一20℃にて保存し，解

凍後真皮側を鋏みでスライスして，厚みを750雌に調製した。セルにマウントし

た後真皮側のみに蒸留水を適用し，約8時間スターラーで撹搾して洗浄を行っ

た後，実験に使用した。

　4．hvitro透過実験

　hvitro透過実験はOkrmuraらの方法56）に従い行った。予め37℃の水を循環

させた有効拡散面積O．　95cwa　2の2チャンバー拡散セルに皮膚を挟み，レシーバー

側のセルには水あるいは40％ポリエチレングリコール400溶液を，ドナー側のセ

ルには薬物溶液もしくは懸濁液をそれぞれ2、5岨加えた。ドナーには必要に応じ

て経皮吸収促進剤を添加した。ドナーおよびレシーバー内にはスターヘッドス

逸物ラーを入れ，マグネチックスターラー（マルチスターラ二一＠MC301，

サイニックス（株））をセルに密着させ，1200r脚で撹零した。経時的にレシーバ

ー側から液を採取し，同容量のレシーバー液（水あるいは40％ポリエチレングリ

コール400溶液）を補充した。採取量：は透過物質（薬i物，4一メントール，D20あ

るいはEtOD）のドナーとレシーバーの濃度差が10倍以上になるように調節

した113）◎

　CPTは酸化されてダイマーを形成しやすいため実験に用いた水は全て窒素

でバブルし，酸化防止剤として1mMのアスコルビン酸およびEDTA2Na

を加えた119）。また，透過実験前2時間にわたり，この水を用いて皮膚を還流

した。

　NC，　N：FおよびNLは遮光して実験を行った。

　なお，水溶性薬物は溶液として適用し　レシーバーには水を，脂溶性薬物は

懸濁液として適用し，レシーバーには40％ポリエチレングリコールを使用した。

　5。溶解度の測定

薬物あるいはひメンF一ルの過剰量を水，MEW系，エタノール水溶液もし

くはオクタノールに加え，37℃の恒温槽中で24時間撹絆した。次に5～6時間の間

隔でその一部を採取し，水の場合は酢酸セルロースメンブランフィルター（アド
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バンテック東洋（株））で，エタノールあるいはオクタノールを含む溶媒の場合は

FR－20メンブランフィルター（富士フイルム（株））で濾過した。濾液を水また

はメタノールで適当に希釈し，定量した。平衡時の薬物濃度を溶解度とした。

　6．薬物の定量

　CPTは蛍光誘導体を作成して定量した。試料を遠心分離した後，上清100μ1

および2磁のNPMアセトン溶液50μ1をpH乳4リン酸緩衝液2皿1に滴下し，正確

に15分間撹絆後，速やかにその一部をHPLCにアプライした。

　NLは濃縮・精製して定量した。試料2muiおよび200Pt9／皿1のNTメタノーール溶

液100雌をp　R9．　0リン酸緩衝液2膿1に加え，さらに，ベンゼン・NNキサン混液（1：1）

2並を加えた後，15分闇振撮抽出した。遠沈して上層をとり，窒素気流下蒸発乾固

し，これに移動相を加え再構築したものをHPLCにアプライした。

　その他の薬物は試料に同容量のメタノールを加えて撹搾し，遠沈後上清の一

部をHPLCにアプライした。

　HPLCの装置を以下に示す。

　　ポンプ　　：：LC－6A（島津製作所（株））

　　検出器　　：SPD－6AもしくはR：F－535（島津製作所（株））

　　データ処理：C－R6A
　　カラム　　：Nucleosil　sC　i　s（kacherey　Nage1社）4。　6×250㎜

　HP：LC定量条件をTable　X豆に示した：。

　7。EtODの定量
　EtODはガスクロマトグラフ（GC）で定量した。100μ1の試料に一定量の

scpropanol（内：標）を含む蒸留水100雌を加え，遍沈後，上清1μ1をGC（GC－6

A，島津製作所（株））にアプライした。測定条件は，カラム：Gasgskuropak　54

（島津製作所（株）），カラム温度：140℃，インジェクション温度：180℃，検出器

温度：：180℃，キャリアガス：N2，流速：50m1／min。

8。D20の定量
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　D20濃渡は赤外吸収分光光度計（IR－450，島津製作所（株））で〔一〇D〕濃

度を測定した後，これからEtOD濃度：分の〔一〇D〕を差し引き，D20濃度

に換算して求めた120）。〔一〇D〕の測定条件は，セル：CaCF2，光源距離

O．　025an，ウインドウ：直径30㎜×4an検出波数：2515c憩一1。

　9。ひメントールの定量

　4一メントールはGCで定量した。試料に一定量の4一カルボン（内隠）を含む同

容量のジオキサンを加え，撹搾，遍沈後土清1雌をGCにアプライした。測定

条件は，カラム：OV－17（G：Lサイエンス（株）），カラム温度：130℃，インジェク

ション温度：160℃，検：出器温度：160℃，キャリアガス：N　2，流速：50岨／匝n。
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第2編実験の部

　1．実験材料

硝酸イソソルビド（ISDN）は東光薬品工業（株）から供与された。トリ

オレイン，コレステロールおよびバニリンは和光純薬工業（株）から購入した。

その他の試薬は第1編1．と同様のものを用いた。

2．実験動物

第1編2。と同じものを用いた。

3．皮膚の調製

第1編3。と同様に行った。

4．hvitro透過実験
第1編4。と同様にして行った。

　5．皮膚中薬物濃度の測定

　透過実験終了直後，皮膚を水洗して表面に付着した薬物を除き，洗液をふき

とった。有効拡散部分O．　95cm2を打ち抜き重量測定後，鋏みで細かくきざみ，内

標を含んだ（AT：しでは内：標を含まない）メタノール溶液2雌を加え，氷冷下

ホモジナイズした。遠沈後，上清をとりHP：LCにアプライした。皮膚中濃度

測定の検量線は，O．95CPt　2の摘出皮膚の重量測定後，鋏みで細かくきざみ，内標

および既知量の薬物を含むメタノール溶液（ATLでは内標を含まない）2m1

を加えてホモジナイズを行い，ホモジネートの上清を用いて作成した。

　6．皮膚中エタノールおよびe一メントルの測定

　5．と同様にして皮膚を打ち抜き重量を測定した後，O。　5％メタノール／0．1％

e一カルボン／ジオキサンに浸し10分間超音漉照射（BxaitSOR，脳一12，ヤマト科
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学）した。遠沈後，上清をとり，エタノールはGC－TCDで，　e一メントールは

第1編9．と同様にして定量した。検量線用の試料は，α5％メタノール／α1％

e一陣ルボン／ジオキサンに既知量のエタノールあるいはひメントルを添加し

たものを，O．　95CPt　2の摘出皮膚に加え超音波照射を行い，遠沈後の上清を使用し

て調製した。

　7。皮膚からの脂質溶：出実験

　ISDNを含まない基剤（5％4一メントール，40％エタノールもしくは5％4一

メントール／40％エタノール／水（MEW系））中への脂質の溶出量を経時的に測

定した。透過実験と全く同様にして，ヘアレトラット皮膚もしくはヒト皮膚を

セルにマウントし，ドナー液（基剤）およびレシーバー液（水）の全量を，実験

開始後5，10および30分1，2，4，6および8時間に取り去り，新たに，同

量の基剤および水を速やかに充填した。

　8．角質層シートの調製

　有効拡散面積4．　5cew2のハーフセルに，ヒトあるいはヘアレスラット皮膚を，

真皮側を内側にしてマウントし，セルに水を満たした。角質層側を下に向け，

撹絆して約4日闇放置した。角質層と生きた表皮の間に水の溜まりを確認した

後，ピンセットで角質層を剥離した。

　9．角質層脂質の抽出

角質層からの脂質の抽出は㎞漉so頚らの方法に従った12　1）。剥離した角質層シ

ートを年男ノーノレクロロホルム混濁（2：1）h1に浸し5分闇超音波照射を行っ

た。同様の操作を2回行い，液を合わせ，遠沈後その1mlをとり，窒素気流下

50℃で蒸発乾固した。エタノールO．　2miで再構築し，総脂質定量用の試料とした。

10。溶解度の測定

第1編5。と同様に行った。コレステロールについても同様の方法を用いた。
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　11。薬物の定量

　MPH，　AT：L，　NFおよびVINは第1編6．と同様に定量した。

　ISDNはHPLCで測定した。試料に同容量のethyl　p－hy（iroxybenzcate

（内標）を含むメタノール溶液を加え，遠沈後，上清をHP：LCにアプライし

た。HP：LCの装置は第1編6．と同様のものを用いた。検出器はW220㎜で

行った。

　12．エタノールの定量

　皮膚から抽出したエタノールの定量はGC－TCDにより行った。測定条件は，

カラム：10％PEG　1000／F1翻s並T60／80（GLサイエンス（株）），カラム温度：：

95℃，インジェクション温度：140℃，検出器温度：140℃，キャリアガス：He，

髄：50nl／mi臨

13．EtODの定量
第1編7．と同様に行った。

14。D20の定量
第1編8。と同様に行った。

15．e一メントルの定量

第1編9。と同様に行った。

　16。総脂質の定量

　総脂質は㎞ightらの方法に従って定量した122）。ドナー溶液を試料とする場

合は，乳濁したひメントールを溶解させるために同用量のエタノールを加え澄明

な1相の液とした後，このlmlをとり，ひメントル臭がしなくなるまで，沸騰

水浴中で蒸発乾固した。角質層脂質と同様エタノールO．　2mlで再構築し，これを

定量用試料とした。試料にO。　3miの濃硫酸を加え沸騰水浴中で5分間加熱し，室

温まで冷却した後，2皿1の譲os画ovanill沁試液（O．　6％　w／v　aqueous　vanUh翻
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sohtion／pho画oric　acid＝1：4）を加え37℃で15分間インキュベートした。分光

光度計（U3200，日立）を用い，535醜の吸光度を測定した。コレステロールと

トリオレインの混合物（3：1）を標準試料とした。

　17。コレステロールの定量

　コレステロールの定量はAll組nらの方法に従った123）。試料200μ1を窒素気流

下100℃で蒸発乾固（ひメントールを含む場合はひメントール臭がしなくなるまで）

し，これに10％P8P／ミリスチン酸イソプロピル溶液100μ1を加えて再構築した。

この液の一部（10－30μ1）をとり，発色ff1（ワコーコレステロールC2キット，和

光純薬工業（株））3醗1を加え37℃，15分間インキュベートした後，分光光度計

（U3200，日立）で500rmの吸光度を測定した。

第3編実験の部

　1．実験材料

　NCの血中濃度測定の内標YC－204は山之内製薬（株）から提供された。その

他の試薬は第1編1．と同様のものを用いた。

2．実験動物

第1編2．と同様のものを用いた。

3．皮膚の調整

第1編3．と同様の方法で行った。

　4eドナー試料の調整

　10％NC／MEW系をSOLとして用いた。　S　O：しに15％の濃度でhydroxy

propyl　cell磁ose（HPC，150～400cps）を加え，多孔性ポリプロピレン膜（セ

ルガード⑭，ダイセル工業）に封入（2cux2cm）したものをGELとて使用した。

GELはHPC添加後密栓して2～3日放置し，均一となったものを使用した。
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　5．in　vitro透過実験

　hvitro透過実験は縦型セル124）を用いて行った。SO：しの場合は有効拡散

面積が0．95c皿2，レシーバー用量が4。　5Ml，　GELでは，それぞれが2．　54cpt2および

4。5岨のセルを使用した。SO：しではセルに皮膚をマウントした後，ドナーにそ

のhlを適用し，密栓して実験を行った。　GELでは，皮膚とGELの接触が

不十分にならないようにするため，皮膚とレシーバーセルとの闇に凸型の金網

を挿入した。皮膚の上から，GEL（膜に封入された状態）を適用しその上か

らサランラップm（旭化成工業（株））およびアルミ箔をかぶせクランプで固定

した。経時的にレシーバー液を採取し，同用量の水を補充した。その他の条件

は第1編4．と同様にして行った。

　6．hvivo透過実験
　ヘアレスラットを背峰固定し，その腹部に，アロンアルファA⑭（三共（株））

を用いて内径10㎜のテフロン製の円筒を接着した。SOL　imXを適用し，密栓

した。GELは腹部に適用したのちアルミ箔で覆い，周囲をアロンアルファA

で接着・固定した。経時的に頸静脈から200μ1を採血した。

　7．hvivo　stripped　skin透過実験

　ヘアレスラットを背位固定し，0．95CPt　2の円形の穴をあけた台紙（テープが接

着しないような素材のもの）を腹部に密着させ，この上からセロテーで20回，

角質層を剥離した126）。6．と同様の方法でテフロン製の円筒を皮膚に接着し，

各種濃度のNC溶液（10％エタノール溶液）1m1を適用し，経時的に頸静脈から

200μ1を採血した。

　8．皮膚中濃度の測定

　hvitro透過実験の場合は第2編5。と同様の方法で行った。　h　vivoでは，

透過実験終了直後に，SO：しもしくはGELを取り除き，適用部位の皮膚を流

水で洗浄した晩ベントバルビタール麻酔下摘出した。ホモジナイズ以降の処
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理はi聰vitroと同様に行った。

　9。NCの静注実験

　NCの生理食塩溶液（3㎎／澱Dを3㎎／k9で頸静脈から注射した。経時的に

対側の頸静脈から200μ1を採血し定量した。

　10．NCの皮内注実験

　1％NC溶液200μ1をヘアレスラット腹部の皮内に，ツベルクリン用注射器を

用いて注射した。皮内から注射針を抜き去るとき，注射液が漏れないように，

アロンアルファAを滴下して刺入部位の穴をふさいだ。経時的に頸静脈から採

血を行い定量した。

　11．血流潰掟

　レーザードップラー血流計，Peri　Fh眠PF3⑧（Perimed）を用い，　N　Cを含ま

ないSOLもしくはGEL適用部位の血流を測定した。ラットの響動に注意し

ながらプローブを皮膚に密着させ，少なくとも5秒以上一定の血流速度が維侍

することを条件として，数値を読み取った。対象として，適用周辺部位4か所

の血流も測定した。

　12．NCの定量
皮膚中濃度およびin　vi　tro透過実験の試料は第1編6．と同様の方法で定量

した。血中NC濃度の測定は，　S　Ko蜘a曲iの方法125）に従った。100μ1の血漿

試料に同容量のYC－204溶液（α棚リン酸緩衝液（pH7．4）：無水エタノール＝20：1）

を加え撹雌馬，さらに，3岨の抽出溶媒（エーテル：n一ヘキサン＝1：1）を加え

て15分閣振盤抽出した。遠沈後ヒ清をとり，窒素気流下蒸発乾固し，これに移

動相を加え再構築した。HPLCの条件は，カラム：Li蔽r◎solb　Si－60（メル

クジャパン社），移動相：c－hexaRechierofoemffgrzgbsoimte　e　t㎞nol（20：5：1），

検出波長：W254pm。装置は第1編6。と同様のものを用いた。
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