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総論の部

緒言

　医薬品を使用する臨床の場において、薬物動態に関する研究は数多

く行われており、薬物治療の最適化を目標とする薬物治療モニタリン

グ（Therapeutic　Drug　Mo難it◎ring，　TDM）をはじめ、副作用あるいは薬物

相互作用を解析する際のもっとも重要な手段のひとつとなっているこ

とは周知の事実である。これらの検討は薬物の血中濃度推移を中心に

議論をすることが多く、巨視的な観点で捕らえているといえる。しか

しながら、薬物が生体内に投与され、製剤からの薬物の放出、生体膜

の透過を経て分布により作用部位に至る一連の薬物移行過程において、

薬物分子がどの様な挙動をとるかを微視的な観点で検討することは投

与後の薬物の体内挙動をより正確にモニターあるいは予測するために

必要であると考えられる。これらの検討により、副作用の強い抗がん

剤などをがん組織にのみ送達させたり、炎症部位での消炎鎮痛剤の滞

留性を改善するといった臨床での薬物治療に重要な情報を提供できる

かもしれない。一方、1980年代後半よりコンビナトリアルケミストリ

ーやハイスループットスクリーニングが注目を集めるようになり、医

薬品の探索研究は大きく変貌している1既一連の医薬品開発の中で薬

物動態は医薬品の有効性および安全性と密接に関係しており、ときに

薬物動態特性の問題で開発を断念するケースも少なくない。また化合

物合成の時間、コスト、労力等を考慮すれば、探索研究の早期に薬物

動態特性を予測して化合物設計に反映させることが理想的であり、薬

物動態予測に関する研究が盛んに行われている。勉鋤ω消化管研究も

そのひとつである4）。この場合も、薬物の体内挙動をより微視的な観
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点で検討することが、より正確な薬物動態予測を行う上で重要である

と考えられる。

　薬物の拡散は、生体内での一連の移行過程において最も重要な機構

のひとつである。たとえば固形製剤を生体に投与した場合、まず錠剤

や粉体からの薬物の溶解過程において、固体表面と拡散層の界面は平

衡状態にあり、一般的に飽和溶液層から内部溶液への拡散過程が薬物

の溶解過程の律速段階となる。その際、その移行速度はFickの拡散式

より導かれたNernst－Noyes－Whimeyの式に従い、溶解速度は、拡散係

数：、有効表面積、拡散層の厚さ、薬物の溶解度などの関数として表さ

れる。また、粘膜からの薬物の受動的な吸収は、薬物が刷子縁膜脂質

層に分配後細胞内を拡散して側底膜に達し、相分配の原理に従って溶

出していく溶解拡散過程と、上皮細胞膜にある内在タンパク質の貫通

による水分子で満たされた細孔、もしくは接合部から側細胞間隙にか

けての細胞間隙路に相当する水性領域（水性細孔経路）を移動する制

限拡散過程からなる5）。さらに投与部位から循環血液中に移行した薬

物が、各組織で毛細血管から細胞間隙を経て組織細胞へ移行し薬効を

発現する分布過程においては、薬物の分子量、脂溶性、立体構造等に

より決定される薬物自身の拡散性が重要となる。末梢では血管内皮の

膜小孔には窓（fenestra）があり、有磁性毛細血管を形成して分子量：5，000

以下の物質、水溶性薬物は簡単に組織間隙に移行し、肝臓や脾臓では

細胞と毛細血管の間には類洞（シヌソイド）と呼ばれる隙間にタンパ

ク質などのかなり高分子なものまで自由に移動できるが、拡散性はそ

の大きさに大きく依存するので、薬物がアルブミンなどの血漿タンパ

ク質と結合した場合などでは、その移行特性が大きく変化することが

予想される6）。

　以上のことから、各過程における薬物の拡散性、すなわち拡散係数

とそれに影響する種々要因を明らかにすることは薬物の溶出から作用

発現までの一連の過程を理解する上で重要である7）。多くの研究は薬

物の移動過程を記述するモデルへのあてはめ計算による方法で各過程

における薬物の拡散係数を求めている。しかしながら、そのような方
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法では得られた拡散係数がモデル依存的であり、薬物の拡散性に及ぼ

す要因を詳細に検討することは困難である。加増mでの方法で直接的

に求めた拡散係数は、実際の生体内における拡散係数とは絶対値とし

ては一致しないものの、それに影響を及ぼす要因を詳細に検討できる

ことから、薬物の生体内挙動を理解するために重要な情報を与えるも

のと考えられる。in　vitreで薬物の拡散係数を直接測定する方法として、

Chromatographic　broadening　methed　（CBM）　8－ii）．　Poreus　diaphragm　method

（pDM）　i　2“i4）．　capMarly　rntethod　i　5’i6）．　FT－IR　technique　i　7）．　Conductometric

technique　1＆i9）、などがあり、それぞれ異なった特徴を有する。　CBMは

層流が生じた状態での薬物の移動から拡散係数を求める方法で、比較

的低濃度で測定可能であり、使用する装置も比較的単純で安価なもの

が利用できる。またPDMは多孔膜を介した薬物の移動から拡散係数を

求める方法であり、比較的高濃度の溶液が必要であるものの、やはり

使用する装置および操作が簡単な方法である。

　本研究では、薬物の拡散性に及ぼす要因の評価、および体内挙動解

析へのその応用に関して、第1章～第2章に渡り検討を行った。第1

章においては、薬物の拡散係数に及ぼす要因を明らかにするために

種々検討を行った。先ず、第1節において、CBMのバリデートを目的

として、パラベン類の拡散係数の濃度および温度依存性を評価し、ま

たパラベン類およびステロイド類を用いて拡散係数と分子量の関係に

ついて確認を行った。さらに、第2節において、薬物と溶媒の相互作

用に関連するパラメータに着目し、水中およびオクタノール中で検討

を行った。用いる薬物としては、パラベン類およびステロイド類に加

え、水中に関してはpHにより解離状態が異なる薬物や水溶性高分子

薬物も選択し、評価を行った。

　生体内における薬物の拡散性は、薬物が存在する周囲の環境やそこ

に共存する生体内構成物質との相互作用により影響を受けることが予

想される。そこで、第2章では、薬物の体内局所における動態とその

拡散性との関係について検討を行った。第1節において、生体内の結

合組織に広く存在する酸性ムコ多糖のコンドロイチン硫酸が共存する
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場合の拡散係数に及ぼす影響を検討した。また、第2節において、モ

デル薬物としてフルルビプロフェンを用い、血漿アルブミンとの相互

作用が及ぼす局所における薬物動態への影響についてin・vitroウサギ摘

出耳介灌流実験系により検討を行った。さらに第3節では、水溶性高

分子薬物の粘膜からの吸収が細胞間隙の水路における拡散により規定

されるとの考えから、多孔膜に関するレンキン式を用いてその吸収過

程の解析を試み、さらには、鼻粘膜吸収促進剤として検討されている

ポリーL一アルギニンの作用機構の考察を行なった。

　以下、得られた結果について論述する。

4



第1章 薬物拡散性に影響を及ぼす要因に関する基
礎的検討

　生体内で起こる薬物の溶出から作用発現に至る一連の過程を詳細に

理解するためには、薬物の溶解、吸収、分布の各過程における薬物の

拡散性さらには拡散係数を知ることが必要であると思われる。また、

それら薬物移行過程において、その拡散性は、薬物自身および媒体の

物理化学的性質、あるいは共存する物質に影響を受けることが予想さ

れるので、それらの評価は大変重要である。そこで本章では、薬物の

拡散係数に影響を及ぼす要因に関する情報を得る目的で、基礎的な検

討を行った。すなわち、パラベン類およびステロイド類の拡散係数に

影響を及ぼす要因として、薬物の脂溶性、解離状態、分子構造などの

影響を検討した。拡散係数を測定する方法として、CBMおよびPDM

を薬物の性質に応じて選択した。CBMは細管中に定速で溶媒を流し、

層流が生じた状態での薬物の移動から拡散係数を求める方法である。

本章では、先ずこの方法の妥当性を検証した。

第1節　HPLC装置を用いた薬物拡散係数測定法の検討

　CBMは細管中に一定の速度で溶媒を流し、層流が生じた状態での物

質の移動から拡散係数を求める方法であり、Taylar、　Arisらは水および

有機溶媒中における物質の拡散係数を測定した　20・21）。正確な拡散係

数を測定するためには、安定した溶媒の流れが要求される。70年代に

は窒素ガスを利用することにより溶媒の一定の流れを確保していた

22・23）。近年、MosherらはHPLCシステムのポンプを用いることにより、

緩衝液あるいはオクタノール中におけるアミノ酸および低分子有機化
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合物の拡散係数を測定した24）。この方法は、特殊な装置を用いず、ま

た薬物のラベル化の必要もなく、通常使用されるHPLC用のポンプま

たはUV検出器等を用いることにより測定が可能であることがその利

点として指摘でき、より広範囲な薬物への適用とその測定値の妥当性

の検証が期待されている。そこで著者はM◎sherらと同様の装置を用い

て、溶媒に水およびLオクタノールを選択し薬物の拡散係数を測定し

25）、その妥当性の検証をおこなった。

1．1．1パラベン類を用いた拡散係数の測定

　HPLC装置を用いたCBM法により、パラベン類の拡散係数の測定を

行った。CBM法では拡散係数の値は次式により求められる。

α23レ8パr2

D　＝
（隅／2）2

（1）

ここで9Rはりテンションタイム、　rはチューブ半径、　Wl／2は半値幅を示

す。25℃における水中の拡散係数の値が＆43×10“6cm2／sと既知のp一ア

ミノ安息香酸を用い、0．7mMでU回拡散係数を測定し、計算により得

られかの1直は0．426±0。003㎜（±SD）であった。この値は懇に用い

たステンレスチューブのカタログデータと近い値であり、以後の拡散

係数の計算にはこの値を用いた。CBM法は低濃度の薬物でも拡散係数

の測定が可能である。Tabie　1にパラベン類の拡散係数を示す。拡散係

数の濃度依存性を確認するためにメチルパラベンを用いて100μg／mL

－0．5μg／mしの濃度範囲で水中における拡散係数を25℃にて測定を行

った。その結果、測定した濃度範囲における拡散係数の濃度依存性は

ないことが示された。
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Table　l　Difusion　coefficieRt（D）of　parabens　in　water

ParabeRs Temp．　（OC） Conc．a）（pg／mL） D（cm2／s）×106 SDxlo6 nb）
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　温度の上昇により分子の運動は活発になり、その結果として拡散係

数は上昇する。そこで、メチルパラベンとn一アミルパラベンの温度変

化に対する拡散係数の変動に着目し、それぞれのアレニウスプロット

をFig．1に示した。測定した17℃から42℃の温度範囲において、温度

の上昇に伴い拡散係数は増加した。
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扁
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　　一S．40

　　　　　3．1　3．2　3．3　3．4　3．S

　　　　　　　　　lrs　x　lo3　（g／OK）

Fig．1　Arrhe轟lusμo重s　fbr　D◎f　me重hylpa罫aben　and　n－a搬ylpa奮abe難

　　　MethylparabeR　（O），　n－Amylparaben　（［］　）．

メチルパラベンおよびit一アミルパラベンの拡散における活性化エネル

ギーはそれぞれ1＆8kJ／m◎1および2αO　kJ艇dであった。このことから、

分子が大きい方がより多くのエネルギーが必要であることが示された。

　球形分子の拡散係数と溶媒の粘度および温度との関係は次式によっ

て表される。
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k“T
D　：　keTeu　x

（2）

6　ezeop　ers

ここでkはBoltzmam定数、　Tは絶対温度、　uは移動度、　opは溶媒の粘

度、rsは分子の有効半径を示す。　eeの逆数はSt◎kes　fbrce、　rsは

Stokes－Einstein半径である26）。ここで溶媒の粘度、すなわち水のそれは

既知の値（Table　2）であり27）、温度によりrsの変化がなければ、　ee（＝

D／kT）に対して1／6卿の逆数をプロットすると、傾き1／rsの原点を通

る直線になるはずである。1／6πηの値はそれぞれの温度における水の粘

度の値を用いて計算し、それらの値に対してメチルパラベンおよびn一

アミルパラベンのuの値をプロットした（Fig．2）。その結果、いずれ

の薬物も原点を通る直線となり、r，の温度依存性は無視することがで

き、さらに拡散係数の変動は主に水の粘度変化によるものと示唆され

た。メチルパラベンおよびR一アミルパラベン分子の有効半径、すなわ

ちStokes－Einstein半径はこれらの直線の傾きから計算し、それぞれ3．01

×io“8　cmおよび3．99×1σ8　cmとなった。また、これらの値は官能基寄

与法7・28）により計算した分子の体積から、球形を仮定して求めた分子の

有効半径（Tabie　3）とかなり良く一致し、両薬物の拡散係数の温度依

存性は、それぞれの分子の大きさと水の粘度の温度依存性により、説

明できることが示された。
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Table　2　Temperature　devendency　of　viscositv　of　water27）

Temp．　（OC） Viscosity　（mPa　e　s）

η
1
5
2
理
1
（
∠

－
《
∠
3
3
4

LO呂1

0e895

0．770

0．696

0．633

4

　
ヨ
　
　
　
　

　

（
轍
爵
＼
の
）
。
・
奮
。
翼
（
諺
ざ

璽

o

o 2．S 　　　S．O

璽／（6πη）

7．S　10B
（cme　s／g）

Fig．2　Relationship　between　reciprocal　ef　6ew　aRd　es

　　　　　　　Methylparaben（○），貧一Amylparaben（口）．

（＝D晩7▼）
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Tab豆e　3　RadL董us◎f舞醸◎lec総塗e

Me癒y細励磯 n－Amylparaben

Stokes－Ei叡磁Radius（つ

Radius　Calc“iated　from

　Molecular　Volume

3．oa　×　lo－8　em

3．56　×　10－8　em

3．99　x　lo－8　cm

4．i4　x　10－g　em

蔓。蓋2　パラベン類及びステロイド類を用いた拡散係数の分子量依存性

　　　の評価

　薬物拡散係数に及ぼす分子量の影響を評価し、その関係から薬物の

拡散係数の予測が可能であるかを検討した。数種のパラベン類および

ステロイド類を用いて37℃における拡散係数の測定を行った。実験に

用いた薬物をTab豊麟に示す。

ll



Table　4　Dru　s　used　fbr　the　dete㎜沁a定ion　of　d置Usion　c㏄伍cient

Drug Molecular　Weight

Methylparaben

n一一Propylparaben

n－Arnylparaben

Isepropylparaben

Androsta－1．4－diene－3．17－dieRe
　　　　　　　　　P　I　W；WLILV　VS

z］4－AndresteRe－3，17－dione

Testosterone

ts9（ii）一Methykestosterone

Methyltestostergne

llct－Hydroxyrnethykestosterofte

16ラ簾7－Epoxyproges重erone

U（瓦一H：ydr◎xyP穿◎ges重erone

蔓7α一Hy（至roxyproges重erone

Pred獄iso簸e

Prednisolone

Hydrocor宅isO難e

Deoxyconicosterone　acetate

Digi重◎xige簸in

Be撫ne£has◎穏e

Predniselone　acetate

Beclomethasone

SpironolactoRe

Triamcinolone　aeetonide

Fl雛oci籍。垂one　acet◎難ide

Betamethasone　valerate

Ecdysterene

の
　
　
　
　
　
　
　
　
ロ
　
　
の
　
　
の
　
　
ロ
　
　
ロ
　
　
　
　
　
コ
　
　
　
　
　
　
　
　
コ
　
　
　
　
　
の
　
　
　
　
　
り
　
　
　
　
　
コ
　
　
リ
　
　
の
　
　
　
　
　
　
　
　
ロ
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分子：量の対数値と拡散係数の対数値が直線関係にあることは、既に知

られている29）。本測定においても、分子量が増加するにつれて拡散係

数は減少した。測定結果に対して直線回帰分析を行った結果、

log　D．＝　＿O．434．log　MW　＿　4．05g（自由度調整決定係数、　R2㌔0。693）の有

意な直線式が示された。（Fig．3）

一4．9

’5eO

15輸

250

（。今

_
㌃
9
）
o
亀
鵡
2
一53

一5．4

es

2ell　2・2 2・3　2．‘gr　2“5　2．6　2　e：i7

　　ggg　MW

Fig．3　Relationship　between　legMW　and　logDw

　　　A，Parabens；　D，Stereids

　　　Line　was　obtained　by　llnear　regression　analysis　using　all　data．

　　　log　D．　＝一〇．434・log　ww　一一　ag．059　（R2“＝o．693）
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分子構造上直鎖ものよりも側鎖が枝分かれしたものの拡散係数は大き

くなることが報告されている23）．本測定結果においてもn一プロピルパ

ラベンよりイソ：プロピルパラベンの拡散係数のほうが大きい値を示し

た。すなわち分子が球形に近い方が拡散しやすくなると説明されるが、

両者の値の違いはわずかであった。Fig。4にアルコール類およびアミド

類の拡散係数の文献値16）と、今回測定したパラベン類およびステロイ

ド類の拡散係数を併せてプロットした。ここでプロットしたアルコー

ル類およびアミド類は、拡散係数の測定方法や測定した分子量の範囲

も異なっているのにも関わらず、パラベン類およびステロイド類の測

定結果の回帰分析から求めた直線上にプロットされた。

一4　．2　5

一4．50

5マ4

0。0“

（・，

_
餌
馨
）
息
。
醐

’5e2　5

一5．5e

ρ

1．0 1．5　2．0　2．5

　　　蓋◎gMW

3．0

Fig．　4 Re蓋a重ionshlp　betWeen　lo9ル仰a織d　l◎9　Dw

O　，Alcohels　and　Amides；　A，　Parabens；　［］，　Steroides

’一””G　linear　regression　analysis　for　alcohols，　amides，　parabens，　and　steroids．

　log　Dw　＝＝　一〇．483　“　log　2ua7　一3．935　（r　：一e986）

一一一Glinear　regression　analysis　fbr　parabens，　and　steroids．

　1091）w＝　一〇．468。logノ三一3．97董（F－0．897）
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第2節　薬物の拡散係数に影響する要因の検討

　薬物の拡散性は、その薬物自身および媒体の物理化学的性質、およ

びそれに関係する相互作用に影響を受けることが予想される。そこで、

薬物の拡散係数に影響を及ぼす要因に関する情報を得る目的で、基礎

的な検討を行った。すなわち、パラベン類およびステロイド類の拡散

係数に影響を及ぼす要因として、薬物の脂溶性、解離状態、分子構造

などの影響について検討を行った。

1．2．1パラベン類及びステロイド類の水中における拡散係数と脂溶性

　　　との関係30）

　Stokes－Einsteinの式（式（2））で表されるように薬物は拡散する媒体の

粘度の違いにより、その拡散係数の値は異なるが、薬物の拡散係数は

媒体との相互作用によっても影響を受けることが予想される。そこで、

薬物と溶媒の相互作用に影響するパラメータに着目して検討を行った。

そのパラメータとしては、リポフィリックインデックス（Ll）31）、分

配係数および水との相互作用に関わる水素結合能（ffl）32）を測定した。

そして、水中でのパラベン類およびステロイド類の拡散係数とこれら

のパラメータとの関係を評価した。各パラメータの値をdablc　Sに示す。
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Table　5 ］［）iffusion　ceecacieRts　（D）　of　parabens　and　stereids　in　water　at　370C

ルf研 Lla logP㈱襯110gP帥梅耀 HP Dwc士SD
＿幽董06

Methyl　parabeR

Ethyl　paraben

簸一Propyl　parabe益

難・・B滋y嚢paraben

Afidrosta－1，4－diene－3，17－dione

za4－Androstene－3，17－dione

Testosterone

z69（ii）一MethyltestostereBe

Methyltestosterone

lla－Hydroxymethyltestosterone

16，17－EpoxyprogesteroRe

llor－Hydroxyprogesterene

170r－Hydroxyprogesterone

Pred簸lso難e

Hy（至rOCO】rtis◎鷺e

Deoxycorticosterone　ac¢tate

Predniselone　acetate

Bedome亡haso礁e

Sp玉ro燕01ac重◎ne

Triamcinolone　acetonide

FIUOC韮no豆one　acet◎捻韮de

Betamethasone　valerate
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一
3
◎
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飾

8
8
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』
◎
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9
3

耀
1
噛
◎
》

盆
唾
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沿88±0．纏

　g．se±o．07

9D6±O．05

　7．04±O．03

8．04±O．06

　7．93±O．07

　7．53±O．06

　7．24　±　e．1　0

　7．02±ODag

　7．25±O．05

　6．70±O．06

7．40±OD4

6．gs±o．os

　7．28±O．05

　7．es±e．ol

　5．76±e．13

　6。72士0．07

　6．70±O．06

　6．53±OD6

　6．73±00毒

　6．72±O．05

　講．86士◎．◎7

a，Lipoph澱ic　更τ｝（童ex：b，肇ヨ【y（蓬rogen　bond　1薮dex　　：蚤◎gPoc纏♂璽ogP《躍10加鵜麗　：c，　Di価si◎難　coef野cient　i難

water　（n＝ll）．

薬物の拡散係数と分子量に関して、大きさに関する項109h4Wのみを独
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立変数として単回帰分析を行った場合、次式が得られている。

iog　D．　：一’一〇．434“log　Mva　一一一一　ag．059 （3）

（自由度調整決定係数、R2㌔0．693）

　そこで、各パラメータを組み込んで重回帰分析を行った結果、薬物

の脂溶性に関係するlogP。ctan。1としlにおいて有意な自由度調整決定係

数（R2＊）の増大が確認された。　Uの項を組み込んだ回帰式（式（4））

のR2＊は、　logP。ctan。1を組み込んだ場合（式（5））のR2“と比較してもよ

り大きな値を示した。また、式（4）により得られた予測値は実測値に

よく一致した（Fig．5，　Fig．6）。

嶋9

　　一s

蕊
説　づ．1

霞。52
選

　一S　．3

働5罵

づ罵　　卿5．3　　つ2　　づ。塞　　⑲箏　　畷。舜

　　　　囎1輔齪磁；盤asgt》贈

Fig．　5　Relationship　between　calculated　values　from　equation　（3）　and

　　　　ebserbed　values　of　logD．
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log　D．　：一〇．215“gog　nv　wt　O．077　m　Lf　ww　aj．367

　（R2隣町0．899）

kog　D．　＝　一〇．374　e　log！ww　一一　O．040　e　gog　P．，，．．i　一　4．109

　（1ぞ2㌔篇0．846）

（4）

（5）

二三

　　一S

劇、
ifF．

藍。5．2
霧
蓉

　　一翫3

　　　・等等

　　　　　一s。毒　　一＄．3　　価＄。2　　つ．蓋　　P・＄　　49

　　　　　　　　　　囎蓋醐蓋齪磁：璽⑪塞ρ騨

Fig．　6　RelatioRship　betweeR　calculated　values　from　equation　（4）　and

　　　　obserbed　values　of　logD．

さらにUとlogP。ctan。1の回帰係数は、それぞれ一〇．077および一〇．040

であり、この負の値は水中において脂溶性薬物の拡散がわずかに抑制
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されたことを示している。これは薬物分子の疎水性表面を氷層構造が

取り囲む（疎水性水和）ことに関係すると思われた。

1．2．2　薬物の拡散係数に及ぼす解離状態の影響

　一般に経口投与された薬物の多くは小腸上皮細胞膜を受動拡散によ

り透過して吸収されるので、脂溶性の大きい薬物ほど吸収されやすい。

また、弱電解質である薬物の吸収はpH分配仮説に従う。すなわち分

子形が吸収されやすくイオン形は吸収されにくい。しかしながら、小

腸粘膜には水性細孔経路（aque◎us　por¢麟hway）である細胞間隙ルー

トが存在しイオン形および非イオン形薬物、さらに水溶性の薬物等が

このルートを透過すると考えられている。特に細胞間隙ルートにおけ

る薬物の解離状態はその拡散性に影響を及ぼすと考えられる。また

aqueous　pore　pathwayを満たす媒体、すなわち溶媒としての水はその中

に溶けている物質によって性質が変化し、イオンや中性の親水性物質、

疎水性物質の存在によりその周りの水の状態は異なる。式（4）および

（5）に示すように薬物分子近傍の疎水性水和の影響もそのひとつであ

る。したがって溶媒中のイオンの存在や薬物自身の解離の状態で周り

の水あるいは水和の状態が変わり33）拡散係数が変化すると予想される。

生体には種々のイオンが存在し、そのイオン強度は血清で0．153と比

較的高い。またpHが部位により広い範囲の値を示す。

　そこで薬物の拡散係数に及ぼす解離状態の影響を評価するために、

pH：5．0において分子形、　pH　12。0においてイオン形で存在するメチルパ

ラベン（pKa；＆3）と、　pH　3．0においてカチオンと両性イオン、　pH　5．0

において両性イオン、pH　7．0において両性イオンとアニオン、　pH　9．0

においてアニオンで存在するセファレキシン（pKa；3．6，7．1）34）を用い

て濃度20μg／mL、37℃にて評価を行った。

　その結果をFig．7に示す。　pH　5。Oで分子形、　pH：U．7でイオン形のメ

チルパラベンを比較したところ、解離により約10％の拡散係数の有意

な減少が観察された。一方、両性電解質であるセファレキシンの拡散

係数は測定したpH：により変化した。すなわち、両性イオンで存在す
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るpH：5．0において拡散係数は最も低くなり、アニオンで存在するpH

9．0で最も高い値を示した。さらに両性イオンとアニオンが共存する

p：H7．0およびカチオンと両性イオンが共存するpH　3．0における拡散係

数はpH　5．0およびpH　9．0のそれの中間の値であった。これらの結果か

ら、拡散係数の値は分子全体として中性か否かより変化するのではな

く、分子のもつ電荷の数に依存して減少しているものと思われる。薬

物の解離もしくはイオン化による拡散係数の変化とそのメカニズムに

ついては、これまで完全には明らかになっていない。ジカルボン酸の

完全なイオン化により約5％の有意な拡散係数の減少がみられるが、モ

ノカルボン酸ではその減少は有意ではなく、その理由としてジカルボ

ン酸のイオン化による分子のコンポメーション変化を指摘している報

告7・35＞がある。本測定法では再現性が良いため、一価のイオンでの拡散

係数の減少が観察された。両性電解質であるセファレキシンでは、各

pHにおける拡散係数の変化が示され、両性イオンとして存在するpH：

5．0において拡散係数は最も小さな値を示した。したがって解離による

拡散係数の減少は分子のコンポメーションの変化というよりはむしろ、

水和により薬物イオンの周りの溶媒が固定されたことによるものと考

えられる。
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Fig．　7　Effects　of　pH　on　D　of　methylparabeR　（A）　and　cefalexin　（B）　in　aqueous

　　　so垂utio熟s　a重370C

　　　Each　determination　of　D　was　replieated　11　times　and　the　mean　val“es

　　　±SD　are　shewn．　Significant　differences（p〈O．Oi）were　observed　in

　　　each　comparison　except　pH　3．0　vs　pH　7．0　in　（B）．

i．2．3　オクタノール中におけるパラベン類及びステロイド類の拡散係

　　　数に影響する要因

　水中における薬物の拡散係数の低下は疎水基周辺の氷様構造の増加

によることが示唆された。そこで、次にモデル脂質として広く用いら

れているレオクタノール中においても同様の検討を行った。各パラメ

ータの値をTabie　6に示す。

　重回帰分析を行った結果、脂溶性に関係するu．10gP。ctan。1および水

との相互作用に関わる班の場合において回帰係数として有意であり、

Llおよび1◎gP。ctan。1の回帰係数は正の値を示した。回帰係数はそれぞれ

0．072および0．027であった。これは1・一オクタノール中において親水性

薬物の拡散が抑制されたことを示している。しかしながら、R2寒の増加
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は双方とも小さく、LlおよびlogP。ctan。1は1一オクタノール中の薬物の拡

散係数値を予測するためのパラメータとしては不十分であった。一方、

fflの回帰係数は、一〇．074と負の値を示し、これにより薬物分子と1一

オクタノール間の水素結合36“38）によって1一オクタノール中の拡散が抑

制されることが示唆された。疎水性環境おいて、薬物の極性基と溶媒

の極性基との問の相互作用が増加すると考えられた。大きさに関係す

る項10gMrvのみを独立変数として得られた回帰式（6）と比較して、

水素結合能を表すfflの項を組み込んだ回帰式（9）によって得られた

予測値は実測値によく一致し（Fig．8，9）、　R2＊の値は0．723となり他の

パラメータを用いたもののなかで最大値を示した。

10gDo＝・一〇。435・1◎gノ騨一4。86蓋 （6）

（R2“　＝O．442）

亙◎gDo＝一〇．640・豆09ル獅！÷⑪。⑪72・孟ノー4573 （7）

（1ぞ2寧＝0541）

10g　Do瓢一〇476・k》9ノ騨＋《）。⑪27哩⑪簿Poeganoノー4。828　（9）

（R2“　一一　O．463）

畳⑪gDo＝一〇。69⑪・109ノ羅一⑪．07羅・孟ノー4。085 （9）

（R2“　＝＝‘’　Oe723）
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Fig．　9　Relationship　between　calculated　values　f？om　equation　（9）　and

　　　　obserbed　values　of　logi）．

L2．4　水溶性高分子薬物の水中における拡散係数の測定とそれに影響

　　　する要因39）

　分子量は薬物分子の拡散係数を決定する重要なパラメータであり、

式（3）によって分子量から拡散係数を計算することができる。しかし

この式（3）の関係は、分子量の範囲が152～477であり、より高い分子

量の薬物、例えばペプチド性薬物などの拡散係数の予測に適用できる

かは不明である。そこで、水溶性高分子薬物の拡散係数を測定し、そ

れに影響する要因について検討を加えた。

　今回用いたFITCデキストラン（FD）および水溶性高分子薬物の分

子量は1000以上であり、式（3）の分子量範囲より大きいものであっ

た。Table　7にそれぞれの分子量、拡散係数の実測値および予測値を示

す。また、インスリンを除く他の薬物の分子量と拡散係数の関係を式
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（3）のプロットと共にFig。10に示す。

Table　7　Calculated　and　observed　D　ef　fluerescein　isothiocyanate　（FITC）一dextrans

（FDs），　peptides　and　polyt－lysine　（Pely－Lys）
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Fig．　I　O　RelatioRship　between　the　2ww7　and　D　determined　by　the　CBM　of　FDs　and

　　　　peptides．

　　　O，　FDs；　as，　peptides　without　an　S一’S　bond；　ew，　peptides　with　an　S－S　bond；

　　　□，insulin．　Line，　logDw＝一〇．434・1◎gMW－4．059（式（3））．　The　line　was

　　　obta韮ned　≦ヤom　the　re蓋a重io鍛ship　bet　veen　theノし獅！and　D　of　parabens　and

　　　ster◎ids（ノ励！152－477）．

　測定の結果、インスリンを除くほとんどのペプチド性薬物における

拡散係数の実測値は、分子量の範囲が完全に離れているのにもかかわ

らず、式（3）により得られた予測値に近い値を示した。このことから、

水溶性高分子薬物においても分子量は拡散係数を予測するのに有用な

パラメータであり、さらにそれらの測定に用いたCBM法は高分子薬

物の拡散係数の測定にも適切な方法であることが示唆された。また、
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インスリンの場合、拡散係数の実測値はインスリンの単量体より計算

された値に比べ低い値となった。インスリンはpHが中性の溶液中で

は二量体あるいは六量体で存在することが知られている40）。インスリ

ンの拡散係数の実測値はその六量体から得られた予測値より大きい値

を示したので、おそらくインスリンは単量体、二量体または六量体の

平衡状態を保ちながら存在すると思われた。

　本実験に用いたペプチド性薬物の内5つは直鎖上の構造を有し、そ

の他は分子内にジスルフィド結合（S－S結合）を有している。このこ

とはペプチド性薬物の水力学的な分子サイズおよび拡散性に影響を与

えると考えられた。Fig．11にはインスリンを除くペプチド性薬物の拡

散係数における実測値と予測値のずれをS－S結合の有無により比較し

た。S－S結合を有するペプチド性薬物のAD値←caluculated　D一

◎bserved　D）は有意に（P＜0．05）直鎖上のそれに比べて低い値を示した。

これは水力学的分子サイズが減少したことによるのかもしれない。
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第3節　小品

　本章では薬物の拡散係数に及ぼす要因を明らかにするために種々検

討を行った。多くの研究において、薬物の移行過程を拡散モデルとし

て表し、そのパラメータとして当てはめ計算により拡散係数を求める

方法が行われている。しかし、この方法では、得られた拡散係数がモ

デル依存的であり、種々要因により拡散係数がどのように影響を受け
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ているか詳細を検討するためには問題も多い。そこで本研究では、in

vicroで拡散係数を直接測定し、薬物の拡散性に影響を及ぼす要因に関

する基礎的検討を行った。拡散係数を求める方法としては、PDMが、

理論的に、また実験手技的に簡単であり、その点で優れているが、高

濃度の薬物溶液を比較的多量に用いることが必要な点で問題もある。

そこで本研究では．HPLC装置を用いたCBMを主に用いることにした。

そして。CBMを用いることができなかったインスリンに関してのみ

PDMを用いた。

　まず、測定溶媒として水を選択し、パラベン類の拡散係数測定にお

けるCBM法の妥当性の検証を行った。その結果、測定した濃度範囲

においてメチルパラベンの拡散係数には濃度依存性はないことが示さ

れた。97℃から42℃の温度範囲において。温度の上昇に伴いメチルパ

ラベンおよび聾アミルパラベンの拡散係数は増加し、この両薬物の拡

散係数の温度依存性は、それぞれの分子の大きさと水の粘度の温度依

存性により説明できた。また、S驚ok軸E鑑無二の式に基づき拡散係数か

ら計算した分子容は他の方法で得られる値とよく一致した。

　そこで、パラベン類にステロイド類を加え。薬物拡散係数と分子量

の関係を評価した。分子量の対数値と拡散係数：の対数値が直線関係に

あることは、既に知られており，、本測定においても有意な直線式が示

された。しかしながら、この回帰式による分子量からの拡散係数の予

測は必ずしも満足なものではなかった。これは、薬物の拡散係数が媒

体との相互作用によっても影響を受けたことによると考えられた。そ

こでさらに、薬物と溶媒の相互作用に関連するパラメータに着目して

検討を行った。そのパラメータとしてリポフィリックインデックス

（Ll）、オクタノールー水分配係数および水素結合能（fff）を選択し、

水中でのパラベン類およびステロイド類の拡散係数とこれらのパラメ

ータとの関係を重回帰分析によって評価した。その結果、Uおよび分

配係数を式に加えた場合において決定係数の有意な改善が認められた。

Lfの回帰係数は負の値：を示し、このことから水中において脂溶性薬物

の拡散がわずかに抑制されることが示された。これは薬物分子の疎水
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性表面を氷様構造が取り囲む（疎水性水和）ことに関係すると思われ

る。さらに拡散係数に及ぼす解離状態の影響を評価した結果、その分

子のもつ電荷の数に依存して拡散係数が減少することが示された。

　パラベン類及びステロイド類の拡散係数について，、1一オクタノール

中においても検討した結果．分子量と水素結合能である紐をパラメー

タとする重回帰式が得られた。fffの回帰係数は負の値を示し、薬物分

子とR一オクタノール問の水素結合により拡散が抑制されることが示唆

された。

　さらに水溶性高分子薬物の水中における拡散係数についても測定を

行った。先にパラベン類とステロイド類で求めた分子量と拡散係数の

関係に結果をプロットしたところ、分子量5⑪oeeのFDまでその直線

上にプロットされ、分子量の対数値と拡散係数の対数値の直線関系が

広範囲に成立することが示された。各ペプチド性薬物のその直線から

のずれとジスルフィド結合の有無とに関係が認められたが、用いた化

合物でインスリンのみが分子量から予測されるより極度に低い拡散係

数を示した。これは。インスリンが6量体などの会合体を生成するこ

とによると考えられる。
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第2章　相互作用による薬物の拡散性の変化とそれ
　　　　　に起因する薬物体内動態への影響に関する

　　　　　検討

　生体内に投与された薬物の拡散性は、それが存在する部位の環境に

より様々な影響を受けることが予想される。すなわち、各部位の空間

的構造、媒体の粘度．pH、極性などが、その影響要因として考えられ、

また、血液中であればアルブミンに代表される血漿タンパク質との相

互作用が、粘液中であればそこに多く存在する多糖類、電解質、酵素

などとの相互作用が、多くの薬物のそこでの移動挙動に対して影響を

与えると考えられる。そこで本章では、体内局所における薬物の動態

と拡散性との関係について相互作用に着目し検討を行った。

第9節　薬物の拡散係数に及ぼす高分子電解質の影響に関
　　　　　する検討

　酸性ムコ多糖は、結合組織に広く分布しており、その代表的なもの

であるコンドロイチン硫酸はじん帯のほか、腱、心臓弁、角膜、軟骨

tS　1）、骨、皮膚、軟骨肉腫、脊索腫などに含まれている42）。この他に、

髄核43）、動脈管44）、輩膜45）などからも見出されている。また、病的

状態ではムコ多糖全量が著しく増加するという報告がある46）。したが

って、コンドロイチン硫酸のような酸性ムコ多糖の存在が種々薬物の

移動過程にどのような影響を及ぼすかについては大変興味が持たれる。

そこで、薬物の拡散係数に及ぼすコンドロイチン硫酸共存の影響をin

vitvoで評価した。

2．L璽薬物の拡散係数に及ぼすコンドロイチン硫酸共存の影ew　ag7）

　硫酸化ムコ多糖（グリコサミノグリカン）であるコンドロイチン硫
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酸には硫酸エステルの位置あるいは構成ウロン酸の異なるA、B、　Cの

3種類がある。本研究では分子量4万～8万のコンドuイチン硫酸C

のナトリウム塩を用いた。コンドロイチン硫酸Cは通常二糖単位当た

り0一硫酸を1mol含み、硫酸基がN一アセチルーD一ガラクトサミンの6

位に結合しているコンドロイチンー6硫酸である（Fig．12）。

COONa

off｛

o

o
HO

CH20SO3Na

o

OH NEifCOew3

F量9．12　　　Ch¢mical　s重r疑。加re◎fch◎Rdoro蓋重i鍛6－su至二重e　sod五um　sa豆重

　コンドロイチン硫酸Cは他のムコ多糖と共に結合組織に広く分布し

ている。結合組織全体に病変をもった膠原病の一種とも考えられる慢

性関節リウマチや他の関節炎の治療に際して、長期連用の可能な非ス

テロイド性消炎剤および鎮痛剤がよく使用されていが、薬物の作用部

位への移行過程についてはあまりよく分かっていない42）。コンドロイ

チン硫酸がポリアニオンという点から薬物の解離状態によりその過程

への影響が異なることも予想できる。これらのことから薬物の拡散係

数に及ぼすコンドロイチン硫酸の影響を評価することは意義深いと思

われる。本検討に用いた薬物をTable　8に示す。それぞれの薬物の拡散

係数はCBMによって測定した。その結果をTable・9に示す。
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Table　g PhysiooQhemieal　properties　of　drugs　“sed

MW pK縫 。敷ar霧eatp猛5．◎

Meghyiparaben　（MP）

Cefalexin　（CEX）

Morge｝hiRe　（MOR）

夏s◎脚観磯◎1（夏］Eb）

Flurbiprofen　（FP）

Salieyiie　acid　（SA）

lS2．2

347．4

28S．3

2璽L3

2鱗．3

B窓．璽

騒．3

3．6，7。叢

7“9s　9・9

書。6，璽◎．1，璽2。0

3。霧

3．e

Zwi伽rl◎簸

　　Catl◎鶴

　　Ca霊ion

　　A鳶i◎麹

　　Anl◎農

34



fabie　9 Effects　ef　Chendroitin　Sulfate　on　D　of　1＞rugs　at　370C

D　（cm2／s）　xlo6 SD　xlo6

MP

CEX

MOR

夏P

F｝｝

SA

pH　S．O

wi霊h董％ChS

with　1％　ChS

　＋　125mM　NaCl

P騒5．O

with　10／o　CkS

wi癌1％C難S

　刊25mM『晦Cl

P｝置5．O

with　l　o／e　chs

w櫨1％ChS
　一｝一　12SmM　NaCl

pH　5．O

with　l　e／e　ChS

with　i　e／o　ChS

　＋　12SmM　NaCl

w幡2％ChS

wi漁2％ChS

　＋　125mM　NaCl

pH　S．O

with　l　e／o　ChS

with　l　e／e　ChS

　＋　12SmM　NaCi

pH　5．O

with　le／o　ChS

wi癒1％ChS

　＋　12SmM　NaC1

10．8董

董。．叢4

董0．18

6．84

6．46

6．42

7．9g

S．96

7．5　1

7．49

5．9璽

7．1　S

5．64

6．72

7．99

7．32

7．57

1i．66

蔓0．88

H　．IS

O．08

0．22

e．11

O．14

e．og

O．07

O．1　5

0．34

0．29

o．og

O．1　7

0．23

O．23

0。玉9

e．06

0．06

0，12

O．06

0．25

0．14

　
㊧

　
の

王』．

）b

吾］a）

丑a）

a）　signit’i’cant　difference　（p〈O．el），　b）　sigRificant　difference　between　each　group　（p〈O．05）．
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pH　5．0において分子形で存在するメチルパラベンの場合、1％のコンド

ロイチン硫酸共存下で溶液の巨視的粘度は83％増加したのにもかかわ

らず、拡散係数の値はわずか6％の減少にとどまった。これは薬物の拡

散性はその近傍に存在する水の粘度、すなわち微視的粘度の影響を受

けることによると思われた。またpH　5．0においてカチオンで存在する

モルヒネ（MOR）およびイソプロテレノール（IP）の場合、1％のコン

ドロイチン硫酸共存下における拡散係数は、それぞれ25％および21％

減少した。MORおよび亙Pの拡散係数の減少の程度は、両性イオンの

セファレキシン（5％減少）、アニオンのフルルビプロフェン（FP）（8％

減少）およびサリチル酸（6％減少）のそれに比べて、明らかに大きか

った。またIPの拡散係数の減少はコンドロイチン硫酸を2％とするこ

とで25％となり、1％添加時に比べその影響がわずかではあるが高く観

察された。コンドロイチン硫酸と薬物の相互作用を評価するために、

塩化ナトリウム（i25mM）添加の影響を検討した。溶液中の塩濃度の

増加により、溶媒のイオン強度が増加し、イオン間相互作用に影響す

ると考えられる。メチルパラベンの拡散係数は塩化ナトリウムの添加

による影響をほとんど受けなかったが、MORおよびIPの場合、塩化

ナトリウムの添加によりコンドロイチン硫酸無添加時の拡散係数に近

いレベルまで増加し、拡散係数に対するコンドロイチン硫酸の影響は

塩化ナトリウムの添加により減弱した。これらの結果からコンドロイ

チン硫酸添加によるMORおよびIPの拡散係数の減少は、ポリアニオ

ンであるコンドロイチン硫酸とカチオン性薬物とのイオン問相互作用

によるものと思われる。また塩化ナトリウム添加によるコンドロイチ

ン硫酸共存による効果の減弱はpH5．9でアニオンのFPおよびサリチル

酸においても観察された。これは陰イオン同士の反発が、拡散係数に

対するコンドロイチン硫酸添加の影響に寄与しており、それが塩の存

在により変化したと考えることもできる。
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第2節　フルルビプロフェンの皮膚内動態へのウシ血清ア
　　　　　ルブミン（BSA）との相互作用の影響に関する検

　　　　　討

　多くの薬物は、血漿中や組織中においてタンパク質などの生体成分

と結合した状態で存在している。この相互作用、いわゆるタンパク結

合はその薬物の体内動態に大きな影響を与える。この薬物の体内動態

に及ぼすタンパク結合の影響についてはこれまで多くの研究が成され

ている。しかし、そのほとんどはこの相互作用の平衡論的な影響につ

いて検討したものであり、動的現象に着目した研究は少ない。分子量

数百程度の薬物分子が分子量数万のタンパク質分子に結合すれば、当

然その運動性が変化し、移動課程にも影響を及ぼすと予想できる。

　そこで本節では、薬物を皮膚に適用した後の皮膚内薬物動態へのタ

ンパク結合の影響を、血清アルブミンと高い結合性を有することが知

られている非ステロイド系抗炎症薬であるFPをモデルとして用い検

討を行った。また、実験系としてはウサギ摘出耳介灌流実験を用いた。

皮膚組織の血管内の灌流実験は局所組織への薬物吸収の定量的な評価

においても大変有用である。薬物の経皮吸収性の評価に、単離ブタ皮

膚フラップ49“5◎）、摘出ブタ耳介51）、単離ウシ乳房52・53）、摘出ラット後

肢54）あるいは摘出ウサギ耳介55・56）等を用いた回流実験の例が既に報

告されている。

2．2。l　BSAとの相互作用のフルルビプロフェンの拡散係数への影響

　血液中のタンパク質として重要な役割を果たしている血清アルブミ

ンは、種々の生体成分や薬物と結合しやすく、薬物の体内動態に影響

を及ぼす57）。そこでアルブミンとしてウシ血清アルブミン（BSA）を

用い、FPの拡散係数の変化を37℃において評価した。実験には限外ろ

過法で求めたpH　7。4，0．2％BSA存在下、　FPのタンパク結合率はSO％で

あった。比較を目的として、タンパク結合性が低いllPも検討に用いた。
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　FPの拡散係数は02％BSAの共存下で約9／9まで減少した（Fig．13）。

一方、Pの場合、0．2％BSAの添加による拡散係数の減少はわずかであ

った（Fig．94）。そこで、　pH　74，02％8SA存在下でのFPの拡散係数の

減少が、タンパク結合によるものなのかを明らかにする目的で、タン

パク結合置換の効果を検討した。限外ろ過法で求めたpH　7。4，　＆2％BSA

存在下のFPのタンパク結合率SO％は．聾の90倍の濃度のケトプロフ

ェンを共存させた場合、29％まで減少した。そこで、10倍の濃度のケ

トプロフェンを共存させた条件における拡散係数の測定を行った。そ

の結果、2◎⑪μg／mしのケトプロフエンを媒体中に添加することにより

0．2％B8Aのみの場合と比較して拡散係数は増加した。また，、　pH　7。4に

おけるBSA自身の拡散係数を別に測定したところ，、　pH　7．4，α2％BSA

存在下のFPの拡散係数と同等の値を示した（鞠．95）。以上のことか

ら、pH　7，4，◎．2％BSA存在下における聾の拡散係数の減少はBSAとの

タンパク結合によるものであるのは明らかである。
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2．2．2　ウサギ摘出耳介縮流実験系を用いたフルルビプロフェンの皮膚

　　　内動態に関する考察58）

　FPはBSA共存下でタンパク結合によりその拡散係数が減少するこ

とが明らかとなった。このことから、この薬物を投与した後の分布過

程において、組織の状態の違いにより生じるアルブミンの挙動の変化

に、その速度的過程が影響を受けると予想される。そこでウサギ摘出

耳介を用いてFPを経皮的に投与したときの皮膚内挙動を灌流実験に

より評価した。Fig．16にウサギ摘出耳介灌流実験の概略図を示す。

　　　ロゆ（B　碑翻

（A）

　
（

Fig．16　Sehematie　dikgram　of　rabbit　ear　fiap　for　the　experiments．　（A）is　the　site　for

　　　　sampliRg　in　the　perf“sieft　experiments　gwad　for　FP　application　in　the　skin

　　　　absorption　experiments．　Tyrode　solutiofi　was　perfused　at　l　mL／rviin　via　a

　　　　polye重hylene（B）ca醗ula　i惣se醜d繍。愈he　centra豆a震er》へ　AII　per魚sed

　　　　SO1戯iOnS　Were　CdleCted魏Slng　a　f瞼簸e1（C）．

皮膚適用後の吸収過程におけるFPの分布状態を評価するために、
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1％FPゲルlgを灌流開始9時間後に皮膚表面に適用した59）。：灌流液は

製剤適用後15分毎に2時間採取し、ゲル適用および非適用部位のFP

含有量を灌流終了後測定した。さらに、炎症のケミカルメディエータ

ーであるブラジキニン（BK，　Fig，17）を用いてその影響を検討した。　BK

は血漿キニンのひとつであり強力な血管作動性物質として生理的ある

いは病的状態において生成遊離され、局所循環調節に重要な役割を果

たしている60’　61）。その薬理作用は細動脈拡張による血流の増加、全身

血圧降下、細動脈からの血漿タンパクの漏出等が挙げられる。この実

験系では、灌流液から組織間液中へのBSAの漏出がFPの挙動にどの

様な影響をもたらすかに興味が持たれる。BKの分布に対する影響を評

価するために、灌流液にBKを◎。1μM含有するTyrod¢液を用いた62）。

Fig．19に経皮適用後の灌流液中に回収されたFPの累積量を示す。

H－Affg－gero－Pro－Ggy－Phe－Ser－Pro－Phe－Ang－Offff

MW　RO6g．3

Fig．17　Amine　acid　disposltion　of　bradykinin（BK）
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Fig．　i　g　Effeet　of　BK　on　the　cumulative　ameunt　ef　FP　in　the　perfusate　after

　　　　applicatieR　ef　FP　gei　（1　O／e）　to　the　skin　surface　of　the　rabbit　ear　flap．

　　　　Tyrede　selutien　contaiRing　BSA　（ag．7　O／e），　with　or　without　BK　（O．1　ptM），　was

　　　　perfused　at　l　mL／min．　Closed¢ircles，　without　BK；closed　niangles，　with

　　　　BK．　Each　data　set　is　the　meast±SE（n：6）．　＊＊，　p〈O．el　iR　Student’s　t

　　　　一重es重．

　灌流玉にBKを含むとき、2時間後のFP累積回収量はコントロール

に比べ有意に低い値を示した。またFig．　S　9に灌流液中のFPの分布状

態を示す。Tyr◎de液へのBKの添加および非添加における、　FPの総量

には有意差は観察されなかった。しかしながらBKの添加により灌流

液中のFPの回収量は減少したのに対し、適用部位におけるそれは増加

した。BKは血管透過性を上昇させ、　BSAの血管外スペースへの漏出

を増加させており、適用部位において漏出したこのBSAに吸収過程に

おいてFPが結合したことが、適用部位においてFPが増加し、　FPの灌

流液への移行が減少した原因と考えられた。この現象は、従来からの

平衡論的な解釈で説明可能である。しかしながら、BKの添加による血
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管透過性の増加は灌流耳介の全ての部位において生じているが、非適

用部位でのFPの分布の増加は、平衡論から予測されるようには増加し

なかった。
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Fig．　19 Effect　of　BK　oR　the　distribution　of　FP　2　hr　after　applieatioR　of　F］i’　gel　（1　O／e）

to　the　skin　surface　of　rabbit　ear　flap．　Open　bars，　in　perfusate；dotted　bars，

in重iSSue　unde曲e　apPllCa重iO簸Si書e；S晦e曲arS，　ln宅he　reS重◎f重he　ear　nap

重issue．　Tyrode　sd雛i◎n　con重alnlng　BSA（4．7　e／e）ラwi重h◎r　wi重h◎厩8K（0．璽

pM），　was　perfused　at　l　mL／min．　Each　data　set　is　the　meafi±SE（R＝6）．

庫，p＜0．05；寒＊，　p＜◎．◎董i鶴SれK至enゼs　9一重es重．

上述の現象をさらに詳細に検討するため、

（redistribution　rati◎；RR）を算：出し比較した。

次式により再分布比
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RR　＝
FP　in　restof　ear　flap

FP　in　perfusate　＋　FP　in　rest　of　ear　flap

（1　O）

RRは適用部位から非適用部位へのダイレクトな拡散は無視できるも

のと仮定した場合、細流液から血管外スペースへの薬物の漏出に関係

するパラメータである。Tyrode液にBKを含む場合のRRの値はコント

ロールのそれより高い値を示したが、両者に有意差はなかった（Fig．

20）．

O．8

O．7

O．6

O．5

亀。．4

O．3

O．2

◎．遷

o

co撒・d

wl癒鷺SA

wi重h　8SA

　＋BK

w曲DexT40

　辛BK

Fig．20　E餓うct　of　BK◎n　the　redis酌畷◎難◎f　FP費備pe罫f鵬te　t◎重issue　2　hr謡er

　　　　applicatioR　ef　FP　gel（1％）to　the　skin　surface　of　rabbit　ear　fiap．　The　ratio

　　　　of　redistributk搬　（ノ駅）　is　def玉稔e（葦至鑓　the　重¢x重．　　Tyr◎de　solUti◎鷺　C◎薮槍蓋露簸9

　　　　BSA（4．7％），　with◎r　wl電hou重BK（0。韮越M）◎r　DexT40（395％）wi驚h猛K（0。玉

　　　　μM），was　pe曲sed　a童玉mL／ml鍛．　EaGh戯a　se重ls㈱m㊤急薮±SE（ft　：4－6）．

　　　　寧，p＜0，05；聯，　p＜0。O　hn　T疑key－Kfame質es重．
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　再分布に及ぼすタンパク結合の影響を評価するためにBSAとBKの

代わりにTyr◎de液にコロイド浸透圧調節因子として薬物との結合を考

慮する必要のないデキストランT40（D¢xT40）とBKを添加して検討

した。DexT40を添加した時のRRはBSAのみ、あるいはBSAとBK
を含む場合に比べ高い値を示した（Fig．20）。これは、　BKにより血管

透過性が増加したことによると考えられる。BSAを添加した系ではRR

が増加しなかった理由は、BSAと結合しているFPの拡散性が低く、

血管透過性が十分でなかったことによると考えられ、BSAを含む灌流

液晶においてFPはBSAと共に移動していることが示唆された。この

結果は、薬物のタンパク結合が平衡論的な要因に関して影響するだけ

でなく、速度論的な要因に関して影響を及ぼすことを示すものである。

第3節 水溶性高分子薬物の吸収性に関する拡散性の評価
に基づく考察

23．i水溶性高分子薬物の人工膜透過性の拡散係数を利用した予測63）

　水溶性高分子薬物の生体膜透過は。チャネルや細胞間隙の水路を移

動する拡散として捉えることができるので6輪）、そこでの拡散性を評

価することができれば、膜透過性の予測も可能になると思われる。水

が満たされた経路を通る透過に関しては、レンキン式（式U）が知ら
れている67）。

P～一D魂1一（纏1i　一　・・璽◎9（器）畷湯∫畷瓠（璽1）

ここで、乃は透過物質iの透過係数（または吸収クリアランス；CLesi）、

Diは透過物es　iの拡散係数、　rpは透過ルートを円柱と仮定した場合の

46



ボア半径、またA／Lは膜のボア占有率（面積）とその長さの比を表す。

異なるサイズの二つの透過物質をこの膜に適用した場合、仮に二つの

透過物質よりもボアサイズが十分に大きければ、摩擦の影響は低くな

り、透過物質の透過性の比は媒体における拡散係数に等しくなる。ま

たもしボアサイズが小さければ、大きな透過物質はボアの壁面の摩擦

により透過が制限される。

　この式を水溶性高分子薬物の粘膜透過の評価に適用するのに先立ち、

人工膜を用いた予備的な検討を行った。人工膜としては、多孔膜とし

ての性質を有するセルロース透析膜（MW　c就off＝15，000）を用いた。

膜の特徴づけにはwおよびA／しの二つのパラメータを用いた。

　膜のパラメータを決めるためにFD10およびカルボキシフルオレセ

イン（CF）を両方含む溶液を片側に適用し、それぞれの透過係数の値

を測定した。FD10およびCFの多孔膜の透過係数はそれぞれPπ）lo　：

1．31×10’6±0．15×10－6（cm／s±SE）およびPcF＝・4．36×10”5±0．14×10”5

（cm／s±SE）であった。この値の比、すなわちPFDlo／PCFは0．030とな

り、この比は拡散係数の比Drolo／DCFに（実測値，0．27；予測値，0．25）比

べ低い値であった。FDlOおよびCFにおけるPiの実測値、式（3）に
より計算されたDiの予測値（FDIO，　L639　cm2／s；CF，6．656　cm2／s）およ

びStokes・一Mnstein半径ri（Tab互e　10）の値をレンキン式に代入し、膜の

特徴づけを行った。rpおよび測Lはそれぞれ439±0。16（㎜）、13．3±

0．6（cm－1）となった。
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Table　I　O　Stokes－Einstein　radius（ri）of　molecules．
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　水溶性高分子薬物のモデルとして、インスリンおよびポリリジン

（poly－Lys）を用い、レンキン式に基づく透過係数の予測を試みた。水

溶性高分子薬物のDの値は第1章に示したように分子量から予測でき

るので、薬物の多孔膜における透過係数Aの値は、先に求めた2つの

パラメータをレンキン式に代入し、式（3）と組み合わせることで、分

子量の値から予測計算することができる。F童g．21に多孔膜におけるA

と分子量に関するシミュレーションカーブを示す。膜のパラメータ、

rpおよび麗はそれぞれ先に示した439（㎜）、B3（cm“i）を用いた。

実験により求めたインスリンの透過係数（A。s）およびpo丑y－Lysの透過

係数（ろ。ly－Lys）の値はそれぞれ9．97×璽α7±0．26×1σ7（c翻s）および

2．24×197±0．08×10“7（cm／s）であり、それらの値もFig。29にプロッ

トした。ろ。1：y．Lys（MW・96，000）の実測値は、その分子量がFD10とCF

の分子量範囲（376から9，500）から外れているのも関らず、予測値に

近い値を示した。このことから、より分子量の大きい薬物のP9値もこ

のシミュレーションカーブを用いて求めることができることが示され
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た。一方、インスリンにおけるPinsの実測値は、インスリンが単量体

として存在すると仮定した場合の予測値より低く、また、インスリン

が六量体として存在すると仮定した場合の予測値よりも高かった。こ

れはやはり、インスリンが単量体、二量体、六量体などが平衡状態で

存在していることによると考えられた。
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Fig．21　Rela重ionsh1P轍wee薮the　MW　and　p¢撒㈱bi翫y　c◎e価ci¢雌せhro臆gh　a　poro猛s

　　　membrane．

　　　○，CF　and　iFD　10；《，　poly－Lys；囲，　i簸sulin鱒。薮◎mer　and　hexamer．　The　a置ne

　　　is　a　sim雛lation　eurve　bas¢d◎簸1◎gD－0。4鱗・1◎9h4W－4．059（式（3））and

　　　Renkin　equation．　The．朽v頴“es◎f　FD　10（Pπ）ノ。）and　CF（PCF）were　used　fbr　the

　　　ca嚢culat蓋◎黙◎f　mp　and・観乙1鍛齋e蔓ミ磯櫨i薮e甲atlo聡．　Th¢vぬes　ofηフa簸dノ翫◎f

　　　重he　membra貧e　are　4．39　n灘and　B　3　cm－1，r卿ec盆iv晦
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　Fig．22は、レンキン式に基づき作成したDiに対するPiの関係のシ

ミュレーシHンカーブである。またFgg．23は、　riと．Piの関係に関す

るシミュレーションカーブである。Pfnsの実測値は、インスリンのD

の実測値に対して偲g．22＞。およびDの実測値から得られたインスリ

ンのS重ok¢s菰醸珈半径に対しても（Fig．23）、それぞれプロットした。

両方のグラフにおいてAnsの実測値は、曲線の近いところにプロット

された（Fig．22，　Fig．23）。ペプチドおよびタンパク質は特殊なコンポメ

ーションを生じたり、分子間相互作用をすることがあるので、そのよ

うな場合加癬薄における直接的なDの測定が多孔膜の透過性を予測す

るのに必要であると思われる。
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Fig．22　Regatioaship　betweenthe　observed　D　and　the　permeability　eeeffi£ient　threugh

　　　ap◎r◎慧s艶e曲欝㈱．

　　　○，CF鋤d　FD茎0；　雄軌，　P◎茎y－Lys；　躍，藍鶴s雛塁置ue。　The葺璽難e　is　a　s量mg翌a額◎n　curve

　　　based◎R　the　Renkin　eq纏◎ft．騒e　P9　va叢鵬s　o鐸D璽0（乃，D／o）and　CF（Pσ）

　　　were雛sed萱b曲e　calcω捷電1艦。舞フ麟証1総漁威e簸kl聡¢曙繊io鷲。　T飯㊧val鷲¢s
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Fig．　23　Relationship　betweefi　the　Stokes一一Einstein　radius　（ri）　and　the　permeability

　　　　CO¢頒Glen臨ro纏帥apor◎縫s　me油懸e．

　　　　○，CF　a鍛d　FD玉0；　A，　poly－Lys；　醗，　i簸s繍嚢量額。　The　Ii鍍e　is　a　s董mulation　curve

　　　　based　o島本燈Renk沁equa寛1◎鍛．　The　Pゴvalues◎f　FD　10（P／velo）a織d　CF（PcF）

　　　　w¢r¢魏s¢d負）r重he　calcula重i◎鍛of㌘a駿d麗ln癒e　Re櫨in　equa．重ion．　The

　　　　va糠es◎fηフand麗◎f　the　m¢mbrane　are　439難瓢and　B．3　cm一匪，

　　　　respectively．

　Chittchangらはpo互y－Lysの媒体中のDとその多孔性ポリエステル膜

の透過性の関係、および透過性に及ぼすコンポメーション変化の影響

を報告している68＞。しかしながら、彼らが用いた膜のボアサイズは透

過物質より大きく、したがって透過物質とボア壁面に生じる摩擦は、

その結果に影響していない。今回、著者が用いた膜のボアサイズは小

さく、ボアを通る透過物質の透過ルートの側壁との摩擦がその移動性

に影響を与えた。粘膜には少なくとも二つのサイズの異なる
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paraceUular麟hway　が存在する69・7◎〉。大きい方はペプチドあるいはタ

ンパク性薬物のような水溶性高分子を対象にし、そのボアサイズは今

回の検討に用いた膜に類似しているのかもしれない。その点から言う

と、今回用いた透析膜は、粘膜における薬物透過に関するモデル膜と

して有用かもしれない。

　ペプチドあるいはタンパク性薬物の粘膜における透過バリアーには、

大きく分けて二つ存在する。そのひとつは高分子な水溶性化合物に対

する本質的な透過バリアーである。そして重要なもう1つは、化合物

を失活させてしまうタンパク分解酵素による代謝バリアーである。レ

ンキン式を用いた膜透過性の予測の場合、透過バリアーのみが考慮さ

れる。しかし、通常、ペプチドおよびタンパク性薬物では酵素バリア

ーは無視できないので、ペプチドおよびタンパク性薬物の粘膜透過に

関する予測値は、実測値より高くなると考えられる。この予測値と実

測値の違いは、透過過程におけるタンパク分解酵素活性の程度を表す

ことになる。レンキン式を用いる方法での予測値は、タンパク分解酵

素を完全に阻害した場合の期待値であるので、予測値と実測値のこの

違いを調べることで、吸収促進剤としての酵素阻害剤の作用をより定

量的に評価可能であると思われる。

2．3．2　ポリーL一アルギニンの鼻粘膜吸収促進作用の拡散性の評価に基

　　　づく考察

　カチオン性のポリーL一アルギニン（Pogy－L－AJrg）は水溶性高分子化合

物の粘膜吸収を安全にかつ効果的に増大することが報告されており

71・72）、鼻粘膜吸収促進剤としてその有用性が期待される。またその吸

収促進メカニズムについては、ポリカチオンである塗dy－L一門9が細胞

表面の陰電荷と静電気的に相互作用することを引き金として。細胞間

隙のtight　junctieftが開口することが、そのメカニズムとして考えられ

ているが、詳細は明らかにはなっていない。そこでレンキン式を用い

て細胞間隙のtight　junctiOitの状態の変化を評価した。

　Fig．24に分子量の異なるFD4～FD70をラット鼻粘膜に適用した場
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合の吸収クリアランスと拡散係数の関係をレンキン式を用いて解析し

た結果をを示す。
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　　　　一，si翻atl◎籍curv¢was　based　o難Re簸kl簸eqesati◎鷺麟駐g　FD4蹴d

　　　　FI）40．

　　　　網一騨㍉slmω緬霊。腿rve　was　base感on　Re穏kln　e脚ti◎二曲g　FD4　a簸d　FD40

　　　　after　intraRasal　adrRinistration　with　Pely－L－Arg．

FD4とFD40の結果を当てはめ計算し、得られたrpと謹尾の値に基づ

いてシミュレーションカーブを作成した。FDlOとFD70の吸収クリア

ランスの実測値は、このカーブによく一致した。また、Pdy一：L－Argを
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適用した場合も同様によい一致が示された。Pdy－L－Argを適用した場

合のC加の値は、コントロールの値に比べ上方ヘシフトしており、こ

れは、Pdy－L一億gが吸収促進効果を有することによる。得られたrpお

よび麗の値をTabge　Uに示す。　PoXy－L－Aff9の添加により、ηpはほと

んど変化していないのに対して。／i／Lは著しく増加した。このことか

ら、蟄01y－L一盈gは鼻粘膜の水溶性高分子薬物が透過可能な細胞間隙の

数を増やす、すなわちPoey－L－Aff9の吸収促進作用は透過経路の数が増

やすことによると考えられた。

Tabl¢H　醗¢c重◎fPeiy－L－Arg　o猷熱e　vぬes◎frp鐡d　A危

Contrel ＋　Poly－L－Arg

rp（簸鵬）

twL　（em－i）

6．4S74

0．05窓743

4．941

1．＄4652露

第4節小胆

　生体内における薬物の拡散性は、薬物が存在する周囲の環境やそこ

に共存する生体内構成物質との相互作用により影響を受けることが予

想される。そこで、薬物の体内局所における動態とその拡散性との関

係について検討を行った。

　そこで先ず、結合組織に存在する酸性ムコ多糖であるコンドロイチ

ン硫酸が共存する場合の拡散係数に対する影響を検討した。その結果、

共存するコンドロイチン硫酸によりカチオン性薬物のMORおよび9P

の拡散係数は減少した。これは、ポリアニオンであるコンドロイチン

硫酸とカチオン性薬物とのイオン問相互作用によるものと思われた。

　多くの薬物は血漿アルブミンと結合することが知られている。そこ

で、この相互作用の薬物局所動態への影響をモデル薬物としてFPを用
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いてウサギ耳介灌流実験系で評価した。ln　vitrgにおける実験でFPの

拡散係数は0．2％のアルブミンの存在下約1／8まで減少した。FPを皮膚

表面に適用した時の直下組織の滞留性は、血管透過性を上昇させる炎

症のケミカルメディエーターであるBKの灌流液への添加で増加した

が、血管から組織への移行は、BKによる血管透過性充進時でもほとん

ど増加しなかった。これは、聾がアルブミンと結合し、アルブミンと

共に移動して拡散性が低下していることが原因であると考えられた。

　水溶性高分子薬物の粘膜からの吸収は、細胞間隙の水路における拡

散によると考えられるので、薬物の拡散性からその透過性を予測する

ことが可能であると思われる。そこで、多孔膜に関するレンキン式を

用いて、その吸収過程の解析を試みた。先ず予備検討として、セルロ

ース透析膜を用いて水溶性高分子薬物の透過係数の分子量から予測を

行った。その結果、pdy－Lysの透過係数の実測値は分子量からの予測

値に近い値を示し、また、インスリンの場合でも、拡散係数の実測値

を用いれば実測値と予測値はよく一致した。

　そこで、この系を腕卿。に適用し、鼻粘膜吸収促進剤として検討さ

れているPdy－L－Arg作用機構の検討に応用した。レンキン式を用いて

解析したところ、PoRy－L－Argの適用により、ボア半径の変化は小さく、

ボア占有面積は著しく増加した。このことからPely－L－Argは鼻粘膜に

おける水溶性高分子が透過可能な細胞間隙の数を増やす作用を有する

と考えられた。
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結　論

　臨床の現場では薬物治療の最適化を目標にTDMが多用されている。

そこでは主に薬物の血中濃度の測定から体内動態の評価がなされてお

り、それは薬物の挙動を巨視的な観点で捕らえているといえる。しか

しながら、薬物投与後の一連の移行過程を薬物分子の局所的な動きに

着目して微視的な視点から評価検討することも、投与後の薬物の体内

挙動をより正確に理解するためには必要であると思われる。これらの

検討を行うことで治療の効率化あるいは副作用の回避を実現するため

の手掛かりとなるかもしれない。そこで本研究では、薬物の拡散性に

焦点を当て、その指標となる拡散係数に及ぼす種々要因の検討と薬物

の拡散性と体内局所における移動過程との関連について考察を行った。

　以下に本研究により得られた知見について要約する。

（1）薬物の拡散係数に及ぼす要因を明らかにするために種々検討を行

った。まず、測定溶媒として水を選択し、パラベン類の拡散係数測定

におけるCBMの妥当性の検証を行った。その結果、測定した温度範

囲の17℃から42℃において、温度の上昇に伴いメチルパラベンおよび

R一一アミルパラベンの拡散係数は増加し、両薬物の拡散係数の温度依存

性は、それぞれの分子の大きさと媒体である水の粘度の温度依存性に

より説明できた。また、St◎kes－EgRsSegnの式に基づき拡散係数から計算

した分子容は他の方法で得られる値とよく一致した。

　そこで、パラベン類およびステロイド類を用いて、薬物拡散係数と

分子量の関係を評価した。分子量の対数値と拡散：係数の対数値が直線

関係にあることは、既に知られており、本測定においても有意な直線

式が示された。しかしながら、この回帰式による分子量からの拡散係

数の予測は十分なものではなかった。これは、薬物の拡散係数が媒体

との相互作用によっても影響を受けたことによると考えられた。そこ

でさらに、薬物と溶媒の相互作用に関連するパラメータに着目し検討
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を行った。パラメータとしてU、オクタノールー水分配係数およびHl

を選択し、水中でのパラベン類およびステロイド類の拡散係数とこれ

らのパラメータとの関係を重回帰分析によって評価した。その結果、

Uおよび分配係数を式に加えた場合において決定係数の有意な改善が

認められた。Uの回帰係数が負の値を示したことから、水中において

脂溶性薬物の拡散がわずかに抑制されることが示された。これは薬物

分子の疎水性表面を氷鋼構造が取り囲む（疎水性水和）ことに関係す

ると思われる。さらに拡散係数に及ぼす解離状態の影響を評価した。

その結果、薬物分子のもつ電荷の数に依存して拡散係数が減少するこ

とが示された。

　パラベン類及びステロイド類の拡散係数について、媒体として1一オ

クタノールを用いて検討した結果、分子量と水素結合能であるfflをパ

ラメータとする重回帰式が得られた。このときfffの回帰係数は負の値

を示し、薬物分子と1一オクタノール間の水素結合により薬物の拡散が

抑制されることが示唆された。

　さらに水溶性高分子薬物の水中における拡散係数についても測定を

行った。先にパラベン類とステロイド類で求めた分子量と拡散係数の

関係に水溶性高分子薬物の結果をプロットしたところ、分子量50000

のFDまでその直線上にプロットされ、分子量の対数値と拡散係数の

対数値の直線理系が広範囲に成立することが示された。また各ペプチ

ド性薬物のその直線からのずれとペプチド性薬物が有するジスルフィ

ド結合の有無とに関係が認められた。これはペプチド性薬物の水力学

的分子サイズに起因するものかもしれない。また用いた化合物でイン

スリンのみが分子量から予測されるより極度に低い拡散係数を示した。

これは、インスリンが6量体などの会合体を生成することによると考

えられる。

（2）生体内における薬物の拡散性は、薬物が存在する周囲の環境やそ

こに共存する生体内構成物質との相互作用により影響を受けることが

予想される。そこで、薬物の体内局所における動態とその拡散性との

関係について検討を行った。
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　結合組織に存在する酸性ムコ多糖であるコンドロイチン硫酸が共存

する場合の拡散係数に及ぼす影響について検討した。その結果、共存

するコンドロイチン硫酸によりカチオン性薬物のMORおよびIPの拡

散係数は減少した。これは。ポリアニオンであるコンドロイチン硫酸

とカチオン性薬物とのイオン問相互作用によるものと思われた。

　多くの薬物は血漿アルブミンと結合することが知られている。そこ

で、この相互作用の薬物局所動態への影響をモデル薬物としてFPを用

いてウサギ耳介血流実験系で評価した。動vitvoの実験でFPの拡散係

数はアルブミンの存在下で約1／8まで減少した。FPを皮膚表面に適用

した時の直下組織の滞留性は、血管透過性を上昇させる炎症のケミカ

ルメディエーターであるBKの灌濾液への添加で増加したが、血管か

ら組織への移行は、BKによる血管透過性充進時でもほとんど増加しな

かった。これは、聾がアルブミンと結合し、アルブミンと共に移動し、

拡散性が低下していることが原因であると考えられた。

　水溶性高分子薬物の粘膜からの吸収は。細胞間隙の水路における拡

散によると考えられるので、薬物の拡散性からその透過性を予測する

ことが可能であると思われる。そこで、多孔膜に関するレンキン式を

用いて、その吸収過程の解析を試みた。先ず予備検討として、セルロ

ース透析膜を用いて水溶性高分子薬物の透過速度の分子量から予測を

行った。その結果。pdy－Lysの透過係数の実測値は分子量からの予測

値に近い値を示した。また、インスリンの場合においても拡散係数の

実測値を用いれば実測値と予測値はよく一致した。

　そこで、この系を擁卿。に適用し、鼻粘膜吸収促進剤として検討さ

れているPely－L－Arg作用機構の検討に応用した。レンキン式を用いて

解析したところ、Pdy－L－Argの適用により、ボア半径の変化は小さく。

ボア占有面積は著しく増加した。このことからPdy－L－Argは鼻粘膜に

おける水溶性高分子が透過可能な細胞間隙の数を増やす作用を有する

と考えられた。

以上、検討した内容は、生体内における多様な過程と比較すると、
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わずかに一部分のみを見ているに過ぎない。しかしながら、このよう

な研究の蓄積が、複雑な生体内での挙動を真に理解するためには必要

であると考える。そしてその情報が、臨床の最前線にいる薬剤師に伝

わることで、薬物投与後の有効性あるいは副作用を体内挙動の面から

正しく理解する一助となり、医薬品の適正使用に寄与するものと思わ

れる。
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実験の部

第1章　実験の部

1．実験材料

　p一アミノ安息香酸、アンドロスタ4，4一ジエンー3，17一ジオン、プレドニ

ゾロン、ベタ二丁ゾン、テストステロン、テストステロン、ヒドロコ

ルチゾン、メチルテストステロン、スピロノラクトン、酢酸デオキシ

コルチコステロン、17　or　一ヒドロキシプロゲステロン、トリアムシノロ

ンアセトニド、プレドニゾン、酢酸プレドニゾロン、吉草酸ベタメタ

ゾン、1一オクタノール、リン酸、リン酸一ナトリウム、リン酸ニナト

リウム、リン酸三ナトリウム塩化ナトリウム、塩化テトラエチルアン

モニウム、臭化テトラエチルアンモニウム、1無sΦ㎜a鯉eco搬bin㎝Lt）は

和光純薬工業（株）から購入した。メチルパラベン、n一プロピルパラ

ベン、イソプロピルパラベン、en一一アミルパラベン、　Uα一ヒドロキシメ

チルテストステロン、11α一ヒドロキシプロゲステnン、ジギトキシゲ

ニン、∠19（ll）一メチルテストステロン、16，17α一エポキシプロゲステロン、

A4一アンドロステンー3，17一ジオンは東京化成工業（株）から購入した。

エクジステロン、ベクロメタゾン、フルオシノロンアセトニド、セフ

ァレキシン（CEX）、　FD4（桝翼4，400）、　FD10（桝＝9，500）、　FD40

（ww・・38，260）、FD70（ww－so，700）はsigma社から購入した。　oxytocin、

angioteftsin　ll．　［Lysg］一vasopressin．　［twgg｝一vasopressin．　a－eoRotoxime　Eml．

sematostatin．　corti　statin（rat）．　gastrin　I．　endotheEime－3．　eaReitonin．

B－endorphinおよびgastric　inhibitery　polypeptide（GIP）はペプチド研究所

（大阪）より購入した。5（6）一carb◎xyflu◎rescein（cF）はAcros　organics（NJ．

USA）より購入した。　Spec甑PorR　Bio重ech　Membr蹴es（耀。厩一〇ffロ

15，000はSpect皿mぬb◎rat◎ries，　CA，　USA）より購入した。その他の試薬は

全て市販の特級品を用いた。また、これらの試薬は精製せずそのまま
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用いた。水はピュアポート⑭（SH：IBATA）で精製した後、使用前にメン

ブランフィルター（0．45μm）でろ過して用いた。

2。CBM実験装置
　拡散係数の測定には、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）用の装

置（LC40A、島津製作所（株））を用いた（Fig．25）。そのシステムを

以下に示す。

脱気装置　　　GASTORR　GT璽02

ポンプ　　　　LC40AD

カラムオーブンCT（M　OAC

検出・器　　　　SPD－6A

データ処理　　C－RsA

インジェクター7125

（LA．BOC）

（島津製作所（株））

（島津製作所（株））

（島津製作所（株））

（島津製作所（株））

（Rkkeodyne）

カラムの代わりに長さ10m、内径α0420伽（PEEK製；水の場合）も

しくは内径O．0426cm（ステンレス製；レオクタノールの場合）のチュ

ーブを接続した。ポンプに負荷圧を得る目的でインジェクターの前に

N鷲cleosiU　OO－5，4．6×50mmを接続した。この接続により圧力は20～30

×1　esPaに保たれ、ガスの発生は抑えられた。チューブは直径約23cm

のコイル状にしてカラムオーブン中に設置したが、その影響はチュー

ブの直径の割合に対しコイルの直径の割合が大きい場合、無視できる

とことがOganoにより報告されている73）。流速は。．　■mL／m撫で、試料

溶液10μLを注入した。また、全てのサンプルで保持時間は約49分で

あり、この時間はチューブの長さと流速から予測される時間と一致し

ていた。したがってPEEKおよびステンレスチューブの内壁と薬物の

間には、相互作用はないと考えられる。
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Fig．25　Experimental　system　for　determinatioA　ef　diffusioR　coeff7icients　by　CBM

3．拡散係数の計算方法

　検出器からの電気信号をインテグレーターにより解析することでリ

テンションタイム（9R）、ピークエリア（μV・s）、ピーク高さ（μV）

の値を得た。ピークエリアをピーク高さで割った値を半値幅（Wm）と

して求め、tRおよびW12の単位を秒に直し、以下の式を用いて拡散係数

を求めた。

O．231　“gie　“r2

D　　＝
（Wi　，，）2

4．薬物溶液の調製

　薬物を正確に量り、それをメンブランフィルターろ過後の精製水も

しくは1一オクタノールに溶解した。水の場合は20μg／mL、1一オクタ

ノールの場合は100μ9／mしの薬物溶液を調製した。セファレキシンは

アルカリ条件での安定性に問題があるため、測定濃度の2倍の濃度に

なるようにメンブランフィルターろ過ごの精製水で溶解し、測定直前
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に移動媒体として用いた液の2倍の濃度で全ての成分を含む液と等量

混合した。

5．粘度測定

　粘度測定には回転粘度計（HAA：KE、　Germany）を用いた。コントロ

ールユニットにはRV　100、測定ヘッドにはCV100、センサーシステム

にはME30を用いた。測定方法はリバーサル法で行い、測定温度は37℃

で行った。SD（ずり速度）に対するS，（応力）の値を示す直線から3

点とり、以下の式を用いて得られた3つの粘度の平均値をその溶液の

粘度とした。測定した全ての溶液でニュートン流動が観察され、3つ

の値はほぼ一致した。Calculati◎n・factorsとしてAを0．27、　Mを3とし

た。

T　＝Ae　O／o　T　e　S，［Pa］

D＝M　e　e／oD　e　SD［s－i］

n＝T／D［Pa　de　Si

6．リポフィリックインデックスの測定

　移動相を各メタノール濃度で調製し、HPLCにメタノールで溶解し

た各薬物溶液を注入して溶媒の保持時間（90）および各薬物の保持時間

（翻を求めた。HPLC装置（島津製作所）は、送電ユニット（LC－6A）、

紫外可視分光光度計検出器（SPD－6A）およびクロマトパック（C－R3A）

からなる。以下の式から各メタノール濃度における璽◎gk’を求め、0％

に外挿した値をリポフィリックインデックスとした。HPLCの測定条

件をTable　Uに示す。

1◎gk一一1。9（励）

　　　　　　　どO
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Table　l　l　HPLC　conditions　for　the　analysis　of　LI

co｝umn

flow　rate

detectien

iajectlon

LiChrospher＠100RP－i8e

1．OmL／min

UV256rm

20　pt　L

7．分配係数の測定および水素結合能の算出

　分配係数は、水一レオクタノール系（P。ct）および水一シクロヘキサ

ン系（P。yh）において測定した。室温で飽和の薬物水溶液と1一オクタノ

ールもしくはシクロヘキサンを混合して撹搾した。分配の前後におけ

る水層の一部をHPLCに注入して濃度を求め、それぞれの分配係数を

計算した。HPLC装置はTable　11に示された条件と同様に行った。水

素結合能は以下の式を用いて算出した。

班＝10g　P㏄∫一韮◎9ノ＝）¢ソ謬＝韮09　（．Poct／Pの，h）

8．PDMによるインスリンの拡散係数の測定

　37℃に保持した2一チャンバー拡散セル（Fig．26）にAnodisc勉5（孔

径こ10．2μm，Whatman，　NJ）を挟み、ドナー側にFD　10（50μg／mL）あ

るいはインスリン（12．51U／mL）を含む等張リン酸緩衝液（PBS，3．OmL）、

レシーバー側にPBS（pH7．4，3．OmL）を適用し、ドナー側から膜を介

して透過してくる薬物をサンプリングした。サンプリングは予め決め

られた時間にLOmLレシーバー側より採取し、体積を一定にするため

に同量新しいPBSを戻した。採取したサンプル中のFD10およびイン

スリンの定量は、それぞれ分光蛍光光度計（EX495㎜，　EM．S15um，

F・・2000；Hitachi，　Toky◎）およびMicro　BcA　p蹴ei餓ssay　ki貿P謡ceJL）を

用いて行った。インスリンの拡散係数以下の式により計算した。
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Dln、二　Dewo×（PI。，，2ag）／Pp・ble，AD）

ここでDro／oはCBMにより求めたFD紛の拡散係数、　Pins，ADおよび

．PFDIO，AI）はそれぞれ、インスリンおよびFDkOの膜の透過係数を示す。

s雛P蕪ngP◎飛

stirrer

por◎囎membr躁¢

Fig．26　Exp¢rime燃i　system　f（）r　de宅e欝搬重1膿of　di飽si◎鍛。◎e餓cle誠s　by　PDM

9．統計処理

　メチルパラベンの拡散係数へのpHの影響については、二元配置分

散分析法により評価した。また、セファレキシンのpHの影響は、一

元配置分散分析法により評価した。拡散係数への種々物理化学的因子
の影響は、Statvicw⑧　Ver．5．0（SAS　lmstitute　lnc．，NC，　U．S．A）を用いた重

回帰分析により評価した。

第2章実験の部

1．実験材料

　フルルビプロフェン（FP）は科研製薬（株）から贈与された。塩酸

モルヒネ（MOR）は武田薬品工業（株）から購入した。塩酸イソプロ

テレノール（xp）およびPOly－LysはSigwaa社から購入した。サリチル酸
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ナトリウム、コンドロイチン硫酸（ChS）、インスリン（human

recombinant）、　HPLC用アセトニトリルは和光純薬工業から購入した。

ウシ血清アルブミン（BsA、Fraction　v）はBayer社から購入した。uLTRA

FILTER　UNIT（USY－1、文画分子量；10，000）はアドバンテック東洋か

ら購入した。ブラジキニン（BK）はペプチド研究所（大阪）より購入

した。その他の試薬は全て市販の特級品を用いた。

2．実験装置

　第1章2．と同じものを用いた。

3．薬物ピークの解析

　第1章3．と同様に行った。

4．薬物溶液の調製

　BSAの影響を評価する際、　FPは測定濃度の2倍の濃度でpH7．4の溶

液に溶解し、測定直前に媒体中に溶解する濃度の2倍濃度のBSAを含

有したpH7．4溶液と同量混合し撹搾した。その他の薬物溶液は第1章

3．と同様に調製した。

5．ChS含有各pH溶液の調製

　ChSを1％もしくは2％含有した10mMリン酸一ナトリウムとリン酸

ニナトリウムを別々に調製し、それを適当な比率で混合してpH5．0の

溶液を得た。125mM　NaC1含有pH5．O　ChS溶液も、　NaClを前もってそ

れぞれに溶解して同様に調製した。

6．BSA含有各pH溶液の調製

　BSAを0．2％含有した10mMリン酸一ナトリウムとリン酸ニナトリ

ウムを別々に調製し、それを適当な比率で混合してpH7．4の溶液を得

た。125mM　NaCl含有pH7．4　BSA溶液も同様に調製した。
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7。タンパク結合率の測定

　タンパク結合率の測定にはuHRA　HLTER　UNITを使用した限外ろ

過法を用い、遊離薬物を分離して定量を行った。pH7．4リン酸緩衝液

（10mM）を用いて、　BSAを0．2％含むF｝）溶液（20μg伽L）とBSAを

0．2％含むIP溶液（20μg／mL）を調製した。各試薬をUUrRA　HLTER

UNITの上部に2mL入れ、恒温層中37℃で30分放置後10m：しの空気で

加圧し、7β滴目の2滴を遊離薬物濃度測定のため採取した。また、上

部の液をタンパク結合薬物濃度測定のため採取して90倍希釈した。各

サンプル1容量に対して2容量のケトプロフェンのアセトニトリル溶

液（1μg／mL）を加え、撹搾、遠心後HPLCに注入して薬物濃度を求

めた。ケトプロフェンによるFPのタンパク結合置換実験では、ケトプ

ロフェンをさらに200μg／鵬L添加した溶液について同様に操作した。

FPの定量は絶対検量線法とした。HPLCの測定条件をTabie・12に示す。

Table　l　l　HPLC　conditions　for　the　ar｝alysis　of　protein　binding

mobile　phase

column

費ow　ra総

detec重10薮

injec重ior蓋

acetenitrile　：　e．Ie／e　phesphoric　acid（1：1）

LICh・◎s蜘⑧蓋oo鯉一董8¢

LOmL／m葦薮

UV256鶴m

20　pt　L

9．血vi鵬ウサギ摘出耳介灌流実験法

　体重2．Okg～25kgのN本白色種雄性家兎の耳介表面をバリカンで除

毛した後、左耳の静脈より空気を9mL注入することによりすばやく屠

殺した。直ちに耳介を摘出し、その耳介中央部の動脈ヘポリエチレンチ

ューブ（PE50）を用いてカニュレーションを施した。　Tyr◎de液を5m：L

流して耳介血管中に残存している血液などを洗い流した。耳介表の中

央部に薬物を適用するため、ガラスセル（3．a4cme2）をシリコン接着剤

（KE45W、信越化学）で固定した。また耳介への一連の処理は氷上で
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行った。この耳介をコルク版に固定し、Fig．27のように全体を37℃の

恒温層に保持した。02－co2（95：5）混合ガスをバブリングしたTyrode

液を1．OmL／minの速度で灌流した。灌流圧は47～61mmHgであった。

9．Tyrode液の調製

　Tyrode液は各成分を精製水に溶解し、　NE（50ng／mL）を添加して調

製した。調製した（Table・12）。　Tyrode液はその日のうちに使用した。

37℃　　　　　　　　rabbi重㈱r

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　声ち再｝

為
三
脚
魯
轟

02－CO2　gas（95

↑
6

ma難ometer

air　ba癒
pump

Flg．27　Perfusien　Apparatus
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Table　l　2　Composition　ef　Tyrode　selutieR

NaCl

KCI

CaC12　“　2H20

MgC12　“　6H20

NaHCO3

NatE－12PO4　e　2H20

D－Gi“cose

BSA

ma

137　mM

L5鵬M
l．g　mM

l．O　mM

12　mM

O．4　mM

5．0　mM

4．7　e／，

50麹9／mL

Osmotic　pressure

Vlseesity

pK

289　mOsm／kg

i．41　mF“a　ee　s

7．4

10．耳介皮膚ホモジネート中のFPの定量

　皮膚ホモジネートサンプルの残りに内部標準物質（p一ヒドロキシ安

息香酸イソプロピル）含有メタノール溶液（50μ9／m：L）を50μL添加

し、2mしのアセトニトリルを加えてミキサーにかけ、遠心分離（4000

rpm，15min，：KUBOTA　54◎0，久保田製作所）した後、高速液体クロマト

グラフィー（HPLC）を用いて定量を行った。

11。FPのHP：LCを用いた定量法73＞

　ホモジネート中のFP量を測定するために10．で得られた上清20μL

をHPLCに注入した。使用したHPLCシステムを以下に示す。また、

定量条件をTable　13に示す。血漿中および灌流液中のFP濃度の測定も

同様のシステムを用い、同様の操作で行った。

ポンプ LC－10AT （島津製作所（株））
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検出・器　　　　SPD－10A

データ処理　　C－R4A，　C－R6A，

（島津製作所（株））

（島津製作所（株））

Table　13　HPLC　ceRditiens　for　the　analysis　ef　FP

mobile　phase

col縫mn

fi◎w　ra重e

detection

columA　temp．

interRal　stanClard

acetoninile　：　O．IO／o　phosphoric　acid（1：1）

LiChrospher＠lOORP－18e

1．OmL／min

UV245無m

room　temp．

pThydroxybeRzoic　acid　isopropyl　ester

12．適用ゲル製剤の調製

　FPおよびH：PC－Hの混合物をそれぞれ1％および3％となるように

80℃にてpH7．4等張リン酸塩緩衝液に加温溶解して均一な溶液とした。

その後撹搾しながら室温にて放置冷却してゲル化させた。調製したゲ

ルは冷蔵庫にて保存した。

13．灌流液中FP濃度の測定法

　サンプルを室温に戻した後、遠心分離（0℃，i3500rpm，3min，　model

i300）し、　U．のHPLC装置を用いてFPを定量した。但し、検出器は

低濃度の測定のため蛍光検出器（RF－10A，島津製作所，　EX．262㎜，

EM．313㎜）を使用した。

14．皮膚適用部位直下組織中のFPの定量

　透過実験終了後にFPゲルを水で洗い流した．脱脂綿に含ませたエタ

ノールで拭き取り，乾拭きをするという操作を3回繰り返した後、薬

物適用部位をセロハンテープにてストリッピングし、角質層を完全に

除去した。そのセル適用部位（3．14cm2）を切り取り、10．同様にホモジ

ネートし、FPを定量した。また必要に応じ薬物適用部位以外について
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も同様に操作し、組織中のFP量を求めた。

15。セルロース透析膜の透過実験

　15．同様、37℃に保持した2一チャンバー拡散セルにセルロース透析膜

を挟み、ドナー側にFD10（200μg／mL）およびCF（500ng／mL）を含

むPBS、レシーバー側にPBSを適用し、ドナー側から膜を介して透過

してくる薬物をサンプリングした。サンプリングは予め決められた時

間にLOmLレシーバー側より採取し、体積を一定にするために同量新

しいPBSを戻した。　FD10およびCFの定量はHPLCを用いて行った。

使用したH：PLCシステムを以下に示す。

ポンプ　　　　：LC40Ar

検出器　　　　RF－10A

カラムオーブンCTO－6A

データ処理　　C－R5A

（島津製作所（株））

（島津製作所（株））

（島津製作所（株））

（島津製作所（株））

Table董4　　　H：PLC　c◎鍛di寛量◎薮s　fbr　the　ana玉ys量s　ofFD董Oa鍛d　CF

mobile　phase

CO1磁mn

飛ow　rate

de重ec重i（）鍛

column　temp．

gradle撲◎f　O．IM　tg’i紬a鍍01a謡ne＋董0％

aceto麹i翻e－0。1M塾ri厩handamlne＋10％

acetoniwile　＋　60mM　NaC　l　from　3　e：7e　to

gO：20　over　30　min．

Shodex　Asahipak　NH2P－50　4E

LO膿L／ml鷺

EX　495n搬，　EM5玉5難m

450C
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