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緒言

　尋常性乾癬は、鱗屑および紅斑等の皮膚所見を呈する難治性の慢性疾患である。

その発症メカニズムが解明されていないため、治療としては対症療法が施される。尋

常性乾癬の病態は、表皮細胞の増殖・分化異常および炎症細胞浸潤により特徴：付け

られる。薬物療法としては副腎皮質ステロイドの外用が広く用いられており、優れた効

果を示している。その一方で、副作用が強く、強いリバウンドを引き起こすため慎重な

使用が求められている。内服薬としてはレチノイド！、メトトレキサートZおよびシクロスポリ

ンユが使用されており、これらは強い治療効果を示すことが知られている。その一方で、

それぞれ催奇形性、重篤な肝障害、重篤な腎機能障害といった副作用を発現するた

め、重症度の高い場合にのみ処方され、その利用が制限されている。近年では、ビタ

ミンD3誘導体外用剤鍾が乾癬治療に用いられるようになり、その有効性とともに既存

の治療薬にみられるような重大な副作用が無いことが、治療上の利点としてあげられ

る。

　活性型ビタミンD3は、カルシウム代謝調節作用6、分化誘導作用エ、細胞増殖抑制作

用a、副甲状腺ホルモン（PTH）の分泌抑制作用2といった多様な生理活性を有する。

これら活性型ビタミンD3の持つ生理活性のうち、分化誘導作用および細胞増殖抑制

作用が、表皮細胞の増殖・分化異常を正常化し、乾癬治療に有効性を示すと考えら

れている並。一方で、カルシウム代謝調節作用は、副作用である高カルシウム血症辿

L7を引き起こす原因となる。

　尋常性乾癬治療薬として国内で最初に承認されたビタミンD3剤はtacalcito1旦であ

る。その後、薬効の増強および副作用であるカルシウム作用の軽減を指向したビタミン

D3誘導体の開発が進められ、現在では、　calcipotrio伴およびmaxacalcitol（OCT）L「

が開発され外用剤として市販されている。これらビタミンD3誘導体は乾癬治療に有効

であるが、副作用である高カルシウム血症を回避するために使用量が制限されている。

このため、さらに安全性が高く治療効果の優れたビタミンD3誘導体の開発が望まれる。
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しかしながら、ビタミンD3誘導体の薬効と副作用はいずれもビタミンDレセプターを介

した作用であることから、薬理活性の増強は、薬効のみならず副作用の増強を導くた

め、安全域を拡げることは容易ではない。

　皮膚を標的臓器とする外用剤にとって、皮膚中で一定以上の薬物濃度を保つこと

が薬効を発現する上で重要である。一方で、経皮吸収されて循環血へと移行した薬

物が副作用を引き起こすことになる。乾癬治療におけるビタミンD3誘導体の薬効発現

部位が局所であり、副作用発現が循環血移行後の全身性であることを考えると、皮膚

透過性を制御することによって、薬効増強と副作用軽減とを同時に達成できる可能性

がある。また、薬物の物理化学的性質から皮膚透過性を予測する試みが多数報告さ

れていることを考えると遮忘恩塩皿丑、分子設計による皮膚透過性の制御が可能と

思われる。そこで、本研究では、乾癬治療に最適な皮膚透過プロフィールを有するビ

タミンD3誘導体の設計を目指し、ビタミンD3誘導体の皮膚透過性と物性との関係を評

価することにした。

　本研究では、ビタミンD3誘導体の皮膚中動態の特徴を明らかにするため、in　vitTO

ラット皮膚透過実験を実施し、ビタミンD3誘導体の皮膚中代謝を評価すると同時に、

拡散モデルに基づいてその皮膚透過性を解析した。さらに、ドラッグデザインへの落と

しこみを目指し、皮膚透過性と化合物物性との関係を解析した。第1編では、摘出ラッ

ト皮膚を用いてOCTの皮膚中代謝および透過性を評価した。その結果、　OCTの皮膚

中代謝経路が複雑であることが明らかになった。複雑な代謝経路を有する薬物の皮

膚透過性を解析すべく、代謝過程を含む拡散モデルに基づいた新規解析法を構築し

た。さらに、処方設計による皮膚透過性改良の可能性について、数値計算法を用いて

考察した。第2編では、代謝的に不安定に設計されたビタミンD3新規誘導体の皮膚

透過性および代謝を評価し、既存薬との相違点を考察した。さらに、皮膚透過性と副

作用との関係および物性と皮膚透過性との関係を考察した。第3編では、薬物の物性

と皮膚透過性との関係を詳細に調べるため、脂溶性の異なる化合物群を用いてin
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vitroラット皮膚透過実験を実施した。得られた皮膚透過データを用い、定量的構造透

過性相関解析を実施し、分子設計による皮膚中動態制御の可能性を考察した。
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第1編Maxacalcitolのln　vltToラット皮膚透過性評価

第1章皮膚中で複雑に代謝されるmaxacalcitolの皮膚透過性解析手法

　の構築2

　皮膚は代謝活性を有する臓器であり、皮膚代謝は経皮投与された薬物のバイオア

ベイラビリティや血漿中濃度に影響を及ぼす重要な因子である。皮膚における薬物代

謝速度は、皮膚ホモジネート丑基菱や細胞画分亙互を用いたin　vitro実験により容易

に求めることができる。しかしながら、3次元構造を無くしたホモジネート等が、実際の

皮膚と同等の代謝活性を保持しているのかは定かではない。それに対し、皮膚透過

実験系では、新鮮な摘出皮膚をそのまま使用でき、且つ、薬物の皮膚透過と代謝とを

同時に評価できるという点で有用である。

　皮膚中で代謝される薬物の皮膚透過上の特徴を明らかにするため、代謝過程を考

慮したFickの拡散法則に基づく理論モデルが開発されてきた。このようなモデルでは、

皮膚代謝を1次速度墨塾堕あるいはMichaelis－Menten式鋤鑑笈坐で表現する。皮膚

中で酵素は不均一に分布しており、生きた表皮が酵素活性の高い層であると考えられ

ているが亙互至、均一な酵素分布を仮定したモデルの方が単純であり、利便性が高

い。これまでに報告されてきた皮膚代謝を考慮した拡散モデル解析法では、通常、未

変化体のみならず、その代謝物の観測データが必要とされている。しかしながら、代謝

物の定量が困難な薬物、あるいは、代謝経路が不明な薬物に対して、この既存の解

析法は適用できない。それ故、代謝物情報を必要としない解析方法を構築することが

できれば、このような薬物の皮膚透過過程を理解する上で役立つと思われる。

　本研究では、乾癬外用治療に使用されるオキサロール軟膏中篁の主成分であるビ

タミンD3誘導体、　maxacalcitol（慣用名：22・・gxagalci1riol。以下、　OCT）：L6のin・vitroラ

ット皮膚透過実験を実施した。その結果、OCTは皮膚中で未知代謝物を含む複数の
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代謝物に変換されることが明らかになった。そこで、OCTの皮膚透過過程を解析する

ため、代謝物情報を必要とせず、未変化体の皮膚透過プロフィールのみによる新規解

析法を構築した。この解析法を用いて、OCTの皮膚透過パラメータおよび代謝速度を

算出し、皮膚透過上の特徴を考察した。
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第1節理論

　OCTの皮膚透過性を解析するため、two－layer　skin　mode知日鍾を利用した。モデ

ル模式図をFig．1に示すが、本モデルは次の仮説から成り立つ：1）基剤中薬物の瞬

時拡散およびfinite　dose条件、2）レセプター液におけるsink条件、3）皮膚は均質な

2つの拡散層、すなわち、角層（SC）および生きた表皮／真皮（viable　epidermis　and

dermis，　VED）とで構成される、4）薬物代謝はVED中でのみ起こり、その速度は1次

消失速度で表現される。上記仮説に基づいて、角層除去皮膚（stripped　skin）および

正常皮膚（full－thic㎞ess　skin）における薬物透過性を、それぞれone－layer　skin　model

およびtwe－layer　skin　modelで表現した。以下、各モデルについて説明する。

A
Do　nor VED Rece　ptor

（Well－stirred）E　（DvED）

　　Cv－u－g－ptl　CvED

　　　　（Kv・D・v）壷‘偏ノ

　　　　　　Metabolic　elimination

x＝o ．〉（　：LvED

B
DoRor sc V置D Receptor

（　Well－stirred　）

Cv

（　Dsc　）

Csc

（KscA／）　（KvEDisc）
　　　1．ew　（　kms）

Metabolic　elirr｝ination

（　DvED　）

CVED

　W

　　　　　　　　　　）（＝一L＄c　X：O　X＝L－vED

esig．　g．　Schematic　representation　of　the　diffusion　model　for　skin　permeation　of　a　drug．

（A）　stripped　skin，　（B）　full一一thickness　skin．
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1．皮膚中代謝を考慮した皮膚一層拡散モデル（one－1ayer　skin　mode1）

　Stripped　skinを用いた透過実験においては、皮膚中薬物濃度を以下の式で表現す

る。

響’）一％・ゲC炉リや験’）　　Eq・1

ここで、CvEDはVED中の位置κ，時間tにおける薬物濃度を表し、　DvEDはVED中拡

散係数、編、はVED中代謝速度定数を表す。初期条件は次式で表す。

　　　DoseCl　r　：’＝；）／ii一［一1一’　．’　．F

　　　塔・

C，．，，・，，（X，O）　：O　（O　f｛｛Xf｛｛　Li．z，D）

ここで、Cvは基剤中薬物濃度を、　Doseは基剤中薬物量を、　Vvは基剤体積を、　LVEDは

VEDの厚みを表す。位置x　・・　Oおよびx　・LVEDは、それぞれ基剤／VEDの境界および

VED／レセプター液の境界を表す。境界条件は以下の式で表す。

Cl，．E．z）（x，1）＝Ki．，BZ）／パC｝r　　　　　　　　　　　（κ＝0）　　　　　　　　　　　　Eq．2

称÷婦…・∂讐功（x一・）　　Eq・3

C，，．，（x，t）　＝＝O　（sc　：L，，，一．）

ここで、KVED／vはVED／糊剤聞分配係数をAreaは実効拡散面積を表す。　Eq．2および

Eq．3とから次に示す境界条件式が得られる。

∂雫）一属　’書1　細∂穿）（x・一・）Eq・4

厚み無次元の式を得るためy＝x／LVEDを仮定することで、　Eq．4およびEq．1を次式に変

換した。
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∂篶（ア，の　K’pwr）／ガD’耀がノ4rea∂C’VED（ア，t　　　　　　　　　　称　　　　　　の）（y・・）

∂≒1（μL％・等（塀L砿・c’・・ZD（y・t）（・＜ア＜1）

ここで、C範D、1（’vED／vおよびD’vmは、それぞれCvED・ゐvm、　KvED／v・LvEDおよび

DVED／LVED2に等しい。これらの偏微分方程式を時間依存的な常微分方程式に変i換し、

陰的オイラー法で解いた。基盤中薬物濃度（9v⑦）は次式により算出した。

　　　　耽9r（t）　”　　　　　　　C㌦盟）（0，t）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Eq．5
　　　K’yf；D／i”

皮膚中薬物濃度は次式により算出した。

　　　　　　ま
9、ω一細∫C鋤（y，t）・dy　　　　　　　Eq・6
　　　　　　0

累積透過量は次式で算出した。

9・（t）　・　一D’，・mArea　gf∂等（y’t）読』　　　Eq・7

2．皮膚中代謝を考慮した皮膚二層拡散モデル（two－1ayer　skin　model）

Full－thickness　skinを用いた透過実験におけるSCおよびVED中薬物濃度を次式

により表す。

　　　　　　　　∂2c、。（x，りOCsc　（x，　t）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Eq．8　　　　　＝　Dsピ
　　　　　　　　　Ox　2　　0t

∂牢L％・ゲC絆のヤ（］1．TD　（x・t）　　Eq・9

ここで、CscはSC中薬物濃度を、　DscはSC中拡散係数を表す。初期条件は次式で

　　　　　　　　　　　　　　　　　　9



表す。

　　DoseCv　＝＝

　　　塔・

C，，（x，O）＝：O　（一L，．s｛」cs｛0）

Ci．7sD（X，O）＝O　（OSIXSL，．．．）

ここで、LscおよびLvEDは、それぞれSCおよびVEDの厚みを表す。位置x　＝：　一Lsc、

x　・Oおよびx・　LvEDは、それぞれ基幹／SCの境界、　SC／VEDの境界およびVED／レセ

プター液の境界を表す。境界条件は次式で表す。

C8c（κ，　t）＝κ3c／パCr　　　（κ＝一Ls∂　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Eq．10

喋一D・c・Area・∂撃）（x　・　pmLs（’）　　即1

Ds（’i∂ら褐�黶刀ﾝq船1）（x一・）　　　Eq・12

CmD（x，り　＝Kp’ED　f　sピCsc（x，t）　　　（κ＝・0）　　　　　　　　　　　　　　　　　Eq．13

CvED（X，t）　：O　（X　＝＝　Li．rED）

ここで、Ksc／vはSC／基剤間分配係数を表す。　KvED／scはVED／SC間分配係数を表し、

κvED／v／Ksc／vと等しい。　Eq．10およびEq．11から次に示す境界条件が得られる。

∂撃L輪’争．細・∂讐の　（x　・一一Ls（’J）Eq・14

厚み無次元の方程式を得るため、．y＝κ／LVEDおよびy＝X／LSCを仮定した。それにより、

Eqs。8，9，12，13および14をそれぞれ次式に変換した。

∂等払の四三舳∂弩功　（y＝　一1）

　　　　　　　　∂2C’，c（．y，り　∂C’sc（ア，t）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（一1　〈　y　〈　O）　　　　　　：　D’sc’
　　　　　　　　　　の2　　0t

　　　　　　　　　　　　　　　　　　10



D，sc　．2！tlZl．Esl一（12212．’sc　（・］Y’t）　．，，　D，i，7w）　uet’｝7D　（Y’t）　（．y　＝o）

　　　　の　　　　　　　Oy

C’1．ED（ア，t）＝　KVTDfsc　・C’sc（y，t）　　　　　　　　（ア　・e）

　　　　　　　　　∂2c∵万D（アの∂C’pz7D（ア，t）

　　　　　　　　　　　　　　　一k．，’C’i，zf）（．y，t）　（O〈y〈1）　　　　　　＝D㌧五が
　　　　　　　　　　　Oy2　　6t

ここで、K　’SCIV、　K　’VEDISCおよびD’SCはそれぞれKSC／V・LSC、　KVED／SC・LVED／LSCおよび

Ds6／Lsc2と等しい。　C蕊およびC豆DはそれぞれCsc・LscおよびCvED・LvEDと等しい。

これらの偏微分方程式を時間依存型の常微分方程式に変換し、陰的オイラー法によ

り解いた。基剤中薬物量（9vの）は次式により算出した。

　　　　称
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Eq．15　　　　　　・C’sc　（一1，1）ρr（t）　＝

　　　κ’∫（罪

　皮膚中薬物量（es　（t））は次式により算出した。

　　　　　む　　　　　　　　　　　　　　　ま
9，の鷹肋α∫cサ，，（y，t）＋肋α∫c㌧”（y，t）

　　　　　一1　　　　　　　　　　　　　　　0

　累積透過量（2R　（t））は次式で算出した。

鱗の一％嚇∂縁（ア，t）・弗

　さらに、代謝物生成を次式で表現した。

∂C’M（ア，t）
　　　　　＝　km．，・C’1。EI）（ア，　t），　C’．（ア，O）＝O

　　∂∫

Eq．16

Eq．17

（0＜ア＜1）

ここで、CMン，’）はCM（X，t）・LVEDと等しく、CM（x，　t）はVED中の位置κ、時問tにお

いて新しく生成された薬物の濃度を表す。時間tまでに生成された総代謝物量（（2M

の）は、次式で表される。

　　　　　　ノま
ρ，，，（t）　・Area・∫　／kms・c渤（y，t）・dy・dt

　　　　　　OO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　11



第2節実験の部

1．実験材料

　OCT、20－S（OH）一hexanor－OCT、24－R（OH）OCTおよび24－oxo－OCTは、中外製薬㈱

（東京）にて合成された。［2β一3H］OCTは、Amersham　Biosciences（Piscataway，　NJ，

USA）にて合成された。これら化合物の構造式をFig．2に示す。牛胎児血清は、　MP

Biomedicals（lrvine，　CA，　USA）から購入した。中鎖脂肪酸トリグリセリド（MCT）は、日

清オイリオグループ㈱（東京）から購入した。白色ワセリンは、小堺製薬㈱（東京）から

購i入した。

2．軟膏調製

　OCT軟膏（500　Pt9／g　ointment，3％（w／w）MCT）を以下の操作で調製した。まず、容

器内のMCT　60　mgに対して、1mgのOCTをエタノール溶液として添加した後、窒素

気流下エタノールを留干した。次いで、OCT含有MCT溶液に対して、白色ワセリン

1940mgを加えた。容器を60℃に温めてワセリンを融解し、　MCTと混合して軟膏を調

製した。得られた軟膏は、遮光下室温で保存した。［2β一3HIOCT軟膏（10μg　OCT／13．9

MBq／g　ointment，3％（w／w）MCT）も同様の方法で調製した。

3．ラット摘出皮膚の調製

　ラットの取扱いおよび実験プロトコールは、中外製薬㈱実験動物倫理規定に従った。

雄性ラット（SD系、7－8週齢；日本クレア㈱、東京）を実験に使用した。ラットをエーテ

ル麻酔下、安楽死させた後、背部皮膚を毛刈りし、摘出、皮下組織をハサミで除去し、

摘出皮膚（fu11－thickness　skin）を調製した。角層除去皮膚（stripped　skin）を調製すると

きは、10回のtape・・strippingを施して角層を除去した。
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Chemical　structures　of　OCT，　［2P－3H］OCT，　and　metabolites．
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4．Franz型拡散セルを用いたin・vitroラット皮膚透過実験

　Franz型拡散セル（有効拡散面積：4．9　cm2、レセプター容積：15　mL）を実験に使用

した。真皮をレセプター側に向けた状態で、皮膚をセルに装着し、レセプター側に

20％（v／v）牛胎児血清を含有するリン酸緩衝液（pH　7．4）を充填した。レセプター液を

37℃に保温し、1時間プレインキュベートした後、OCT軟膏24　mg（体積：0．028　cm3）

を皮膚表面に塗布した。軟膏塗布1，3，8，20あるいは24時間後に、脱脂綿で軟膏を

拭き取り、レセプター液および皮膚を回収した。回収した軟膏サンフ．ルは4℃で、レセ

プター液および皮膚サンプルは一80℃で保存した。

　上記と同様の操作手順で、［2β一3H】OCT軟膏を用いた透過実験を行い、軟膏塗布

24時間後にレセプター液を回収した。

　　　　う　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

5．［2β一’H］OCTの代謝物プロフィール分析

　レセプター液2あるいは4mしに対し、2倍量のアセトニトリルを添加、混合した。混

合液の遠心上清（3000rpm，10　min，4℃）を回収し、窒素気流下溶媒を留去した。残

渣を300叫のtetrahydrofUran／methano1／water（2：1：2，　v／v／v）に再溶解し、高速液体クロ

マトグラフ（HPLC）で分析した。　HPLCシステムは、ポンプ（LG　10AD；Shimadzu，

Kyoto，　Japan）、UV検出器（SPD－10A；Shimadzu）、フロー型液体シンチレーションカウ

ンター（FLO・・ONE；Packard　Instrument，　Meriden，　CT，　USA）および分析カラム

（YMC－Pack　ODS－A　A－313，6．0×250　mm；YMC　Co．，　Kyoto，　Japan）で・構成した。　Table

1に示したグラジエントプログラムに従い、1．O　mL／minの流速でHPLC移動相を流し

た。HPLCへのサンプル注入量は150　ptLとした。　OCTおよび代謝物の同定は、合成

四品との溶出時間の比較により行った。
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］rabRe　i．　Gradient　program　for　Radio－HPLC　analysis

Time　（miR　一　min） Solvent　A　（O／o） Solvent　B　（O／o）

O－20

20　一　50

50－50．至

50．1　一　60

IOO　一一一〉　25

　25
25　一〉　O

　　o

　O　一一一〉　75

　　75

75　一　IOO

　　lOO

Solvent　A：　tetrahydrofuran／water　＝　l　O：90　（v／v），　solvent　B：　tetrahydrofuran／methanol／water　＝＝

2：1：2　（v／v／v）．

6．皮膚透過実験サンプル中OCTの測定

　軟膏サンプルに15mしのn－hexaneを加えて溶解した。得られた溶液にアセトニトリ

ル15mLを加えて20分間撹拝後、遠心（3000　rpm，10　min，4℃）し、アセトニトリル層

を回収した。アセトニトリル画分を窒素気流下乾固し、残渣を250μしの

n－hexane／iso－propanol／methanol（135：8：2，　v／v／v）に再溶解してHPLCサンプルを調製し

た。HPLCシステムは、ポンプ（LC－10AD；Shimadzu）、UV検出器（SPD－10A；

Shimadzu）、および分析カラム（YMC－Pack　SIL　A－004，4．6×300　mm；YMC　Co．）で構

成した。移動相としてn－hexane／iso－propanol／methanel（135：8：2，　v／v／v）を用い、2．O

mL／minの流速で流した。　UV検出器の波長は265㎜に設定した。　HPLCへのサン

プル注入量は50μしとした。

　皮膚サンプルに70mしの70％（v／v）methanelを加えてホモジナイズし、ホモジネ

ート遠心上清（3000rpm，10　min，4℃）を回収した。ホモジネート残渣に対して同様の

抽出操作を施した。得られた皮膚抽出液の総体積をメスシリンダーで測定した。皮膚

抽出液の一部に対し、20μしの500ng／mL　calcitriolて加えた後、窒素気流下溶媒を

留幽した。得られた残渣に対して、水0．5mしおよびジエチルエーテル2mLを加えて

5分間擾絆後、遠心（3000rpm，10min，4℃）した。有機層を回収し窒素気流下溶媒を

15



留帯し、残渣を50μ：しのmethanol／10mM　ammonium　ace重ate（85：15，　v／v）に溶解して

LC－MS／MSサンプルを調製した。検量線サンプルは以下の操作で調製した。まず、ブ

ランク皮膚抽出液に対し、20μしのOCT標準液（エタノール溶液、濃度：2，6，20，　60お

よび200ng／mL）および20　pしの500　ng／mL・calcitrio1溶液を内標準物質として加えた

後、窒素気流下溶媒を留去した。得られた残渣に対して、水0．5mしおよびジエチル

エーテル2mLを加えて5分間四四後、遠心（3000　rpm，10min，4℃）した。有機層を

回収し窒素気流下溶媒を留写し、残渣を50μ：しのmethanol／10mM　ammonium　acetate

（85：15，v／v）に溶解して検量線サンプルを調製した。　LC－MS／MSシステムは、液体クロ

マトグラフ（HP　1090；Hewlett－Packard，　Palo　Alto，　CA，　USA）を質量分析器（API300；

Applied　Biosystems／MDS　SCIEX，　Concord，　ON，　Canada）に接続して＝構成した。分析カ

ラムとしてCapcell　Pak　C　18（UG120，2．0×150　mm，5μm；Shiseido　Co．，　Ltd．，　Tokyo，

Japan）を用いた。移動相としてmethanol／10　mM　ammonium　acetate（85：15，　v／v）を用い、

流速0．2mL／minで流した。　TurbolonSpray⑪を介してHPLC溶出液を質量分析器に

導入し、陽イオンモードでイオンを検出した。OCTはm／z　297．3（m／z　436．3のdaughter

ion）のイオンとして検出し、　calcitrio1はm／z　363．3（m／z　434．3のdaughter　ion）のイオ

ンとして検出した。

　レセプター液に対して、3あるいは4倍量のジエチルエーテルおよび20μしの500

ng／mL　calcitriol溶液を内標準物質として加え、5分間撹拝した。次いで、遠心（3000

rpm，10　min，4℃）し、有機層を回収、溶媒を窒素気流下留去した。残渣に50μしの

methano1／10　mM　amm幅um　acetate（85：15，　v／v）を加えて溶かし、　LC－MS／MSサンプ

ルを調製した。検量線サンプルは、以下の操作で調製した。まず、新鮮なレセプター

液に対して、3あるいは4倍量のジエチルエーテル、20μしのOCT標準液（エタノール

溶液、濃度：2，6，20，60および200　ng／mL）および20μしの500　ng／mL　calcitriol溶液

を内標準物質として加え、5分間擁絆した。次いで、遠心（3000rpm，10　min，4℃）し、

有機層を回収、溶媒を窒素気流下留去した。残渣に50PtLのmethanol／10　mM
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ammonium　acetate（85：15，　v／v）を加えて溶かし、検量線サンプルを調製した。レセプ

ター液中OCTの測定は、上述と同様のLC－MS／MS分析条件で行った。

7．データ解析

　軟膏中薬物量（9v）はHPLC分析で求めた。レセプター液まで透過した薬物量

（9R）は、次式で算出した。

9R　：レセプター液中薬物濃度×レセプター液体積

　皮膚中薬物量（9s）を算出する時、薬物の皮膚からの抽出率は100％であると仮定

した。このため、9sは次式で算出した。

9s＝皮膚抽出液中薬物濃度×皮膚抽出液体積

　例数3の皮膚透過実験で求めた9v、9Rおよび2sの平均値を算出した。得られた

値を用いて、Fig。3に示した手順でcurve　fittingを実行した。まず、　Excel（Microsoft

Co．，　Redmond，　WA，　USA）上で動作する非線形最小二乗法プログラムMULT群を用

い、stripped　skinにおけるOCTの皮膚透過プロフィールを、　Eqs．5－7に同時当てはめ

計算することで、K’vED／v、　D’vEDおよびkm、を求めた。次いで、　fu11－thickness　skinにお

けるOCTの皮膚透過プロフィールをEqs．15－17に同時当てはめ計算することで、

K’sc／v、1（’vED／sc（＝K’vED／v／1（’sc／v）およびD’scを求めた。非線形最小二乗法の重み

付けとして、1∠yを採用した。

　SCおよびVED中透過係数は次式で表した。

恥等妬・君が物ヂm
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Strlpped　skln

胴．曼；．1．；．…．遍『；．1；．i．．；，≒1、…、；．内 D照gamoりnt　in　donor

D田gamount治＄kln

D田gam◎unt　i轟receptor

　＄imultaneous
　　　　fitting　te

Simuiatien　curves
　　　　（1　st）

一一一一一一一一一一一一 Calculated　parameter＄
（D’vED，　K’vEDiv，　kms）

　　Normai　skiR

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Calculated　parameters

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L一一一一一一一1　1　（D’sc，　K’vED／sc，　K’scA／）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Simultaneous

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　歪1廿ing　to

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Slmula亡ien　c懸rves

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〈2nd）

Kg．　3．　Curve　fitting　procedure　of　skin　permeation　data．　First，　tape－stripped　skin　data

（drug　amount　in　donor，　skin，　and　receptor）　were　simultaneously　fitted　to　correspending

simulation　curves．　Next．　full－thickness　skin　data　were　futed．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

；、．1．；．顧．；．「「「．1．・巳軸；、・．；「「、i．；．！・

D田gam◎unt　ih　dOhor曾，．≒．．『、．，．．．．「

Dr難g　amount　l轟skia

Drug　am◎unt　i轟receptor
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第3節結果および考察

1．ラット皮膚中における［2β一3H］OCTの代謝

　［2β一3H：］OCTのin・vitroラット皮膚透過実験で得られた典型的なRadio．HPLCクロマ

トグラムをFig．4に示す。　OCT、　pre－OCT（OCTの熱平衡体）、20S（OH）一hexanor一　OCT、

24R（OH）OCT、24－oxo－OCTおよび複数の未知代謝物が、レセプター液中で検出さ

れた。20S（OH）一hexanor－OCTがOCTから直接生成したのか、あるいは、24R（OH）OCT

のような代謝物を経由して生成したのかは不明である。軟膏塗布後24時間までにレセ

プター夏中に透過したOCTおよびpre－OCTの合計は、レセブ。ター液中総放射能の

25．2±ll．5％（mean±SD，　n　＝　4）であった。代謝物としては20S（OH）一hexanor一　OCTが

165±8．9％、24R（OH）OCTが3．4±2．0％、24－oxo－OCTが2．7±1．1％、その他未知代

謝物が52．2±11．6％であった。このことは、OCTが主として代謝物として皮膚を透過す

ることを示している。
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Fig．　aj．　Typical　radio－HPLC　chromatogram　of　recepter　fluid　at　24　h　after　application

of　［26－3H］OCT　to　rat　skin．　Peak　1：　20S（OH）一hexanor－OCT，　peak　2：　24R（OH）OCT，　peak

3：　24－oxo－OCT，　peak　4：　pre－OCT，　peak　5：　OCT，　UNK：　unknown　metabolites．
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　これまでに、OCTおよびその代謝物の生物活性（HL－60細胞増殖抑制、ビタミンD

レセプターへの親和性）が調べられている饅。マイナーな代謝物である24R（OH）OCT

および24－oxo－OCTの増殖抑制活性は、OCTよりも僅かに低く、主代謝物である

20S（OH）一　hexanor－OCTの活性は顕著に低下していることが報告されている笈。未知代

謝物（UNK）の化学構造および活性に関する情報は無い。しかしながら、逆相HPLC

分析条件下における溶出時間からは、これら未知代謝物が、側鎖を有さない

20S（OH）一hexanor－OCTよりも極性が高いことが示唆される。　OCTの乾癬外用治療を考

えたとき、皮膚は薬効標的臓器であり、一方で、皮膚を透過し循環血へと移行した

OCTは副作用を引き起こすと考えられる。20S（OH）一hexanor－OCTのような不活性代謝

物に皮膚中で変換されることは、OCTの副作用軽減に寄与すると考えられた。

2．OCTのin・vitroラット皮膚透過性

　Stripped　skinおよびfull－thickness　skin透過実験のいずれにおいても、軟膏および

皮膚中ocT量は塗布24時間の間、減少していった（Fig．5Aおよび5B）。

Full－thickness　skinに比べてstripped　skinの方が、減少は速やかであった。塗布後24

時間までにstripped　skinを透過した累積OCT量は、　fU11－thc㎞ess　skinの2．8倍であっ

た（Fig．5C）。stripped　skinおよびfUll－thic㎞ess　skin透過実験のいずれにおいても、実

験系からの未変化OCTの総回収量は経時的に減少した（Fig．5D）。

　［2β一3H］OCTを用いたin・vitroラットfb11－thic㎞ess　skin透過実験において、塗布24

時間後に実験系（軟膏、皮膚抽出液およびレセプター液）から回収された放射能は、

塗布した放射能の925±1．1％（mean±SD，　n　・3）であった。この結果は、実験系から

の未変化OCTの総回収量（Fig．5D）が低下した原因が、主として代謝による消失であ

り、未変化OCTの回収率が低いためではないことを示唆している。なお、レセプター

昏昏安定性試験の結果、ガラス容器中37℃で24時問インキュベートした後、OCTは

80％回収されることを確認している。また、［2β一3H］OCTを用いた透過実験の後、皮膚
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中放射能の抽出率を評価したところ、ほとんどの放射能が皮膚抽出液へと抽出され

（94％）、ペレットには僅かしか残存しなかった（6％）。これらの結果から、本実験方法が

拡散モデル解析に耐えうるだけの正確性を有することが示された。
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asRg．　S．　Permeation　profiles　of　OCT　in　stripped　and　full－thickness　skin．　（A）　OCT

amount　in　the　ointment，　（B）　OCT　amount　in　skin，　（C）　cumulative　OCT　permeated，　and

（D）　total　OCT　amount　in　the　experirnental　system．　Open　circles：　stripped　skin，　closed

circles：　full－thickness　skin，　solid　lines：　simulatioR　curves　for　stripped　skin，　bold　lines：

simulation　curves　for　full－thickness　skin．　Error　bars　show　SD．
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3．OCT皮膚透過性の拡散モデル解析

　これまでに、代謝過程を考慮した拡散モデルに基づいて、薬物皮膚透過性が解析

されてきた。これらの方法では、未変化体および代謝物の両方を測定し、かつ、それら

の皮膚透過／代謝過程に関する方程式を記述している恩恩笈鉱纂鋤鑑。しかしながら、

本試験で用いたOCTは、皮膚中で未知代謝物を含む多くの代謝物へと変換されるこ

とから、全ての代謝物を定量し、さらに、それらの挙動を方程式として記述するのは困

難である。そこで、我々は、代謝物を測定する代わりに、実験陣内の全ての構成成分、

すなわち、軟膏、皮膚およびレセプター杯中のOCT未変化体量を測定することで、

OCTの皮膚透過性を解析することを試みた。皮膚透過パラメータを算出するために、

curve　fittingを実行したところ、軟膏、皮膚およびレセプター液中OCT未変化体量の

シミュレーション値は、実測値と十分に近似した（Fig．5A，　BおよびC）。このことは、こ

の理論モデルがOCTの皮膚透過性を表現するのに適していることを示唆する。厳密

に言えば、stripped　skinにおける実測値とシミュレーション値との相関性は若干悪い。

この解析法では、皮膚透過過程の全体像、すなわち、軟膏および皮膚中薬物量、さら

には累積透過量を同時当てはめする必要がある。このため、累積透過量のみを当て

はめる既存の解析法に比べて、相関性の高い倣ing　curveを得るのは難しい。今回の

解析法は、テストステロン阻塑やプロプラノロール丑のように皮膚中で複雑な代謝をうけ

る薬物に対しても適応可能な、有用な方法と思われる。もっとも、活性代謝物の生成量

が無視できないほど多い場合には、既存法のように代謝物自体の透過性も評価する

必要がある。

　Curve撫ingにより得られたOCTの皮膚透過パラメータをTable　2に示す。　Lscおよ

びLvEDをそれぞれ0．001および0．1　cmとしたとき、DscはDvEDの約1／2000倍と算

出される。このことは、OCTにとってSCはVEDよりも透過し難い層であることを示唆し

ている。一方で、PVEDはPscの約3倍程度の大きさであり、VEDはその長い拡散距離

のために、SCと同様にOCTの透過障壁として機能することが考えられた。　Pallas　2．0
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software（CompuDrug，　Sedona，　AZ，　USA）により算出したOCTのprolog　D7．4は457

であり、OCTが高脂溶性であることが、低いVED透過性の1つの理由として考えられ

る旦墾。Payan坐らはin・vitro実験で求めたfiuxはin・vivo・fiuxに比べて低く、in・vitro－ln

vivo問の違いは拡散距離に起因する可能性を報告している。　OCTにとってVEDは

SCと同様に透過障壁となることを、本実験結果は示唆しているが、Payanらの報告を

考慮すると、OCT透過性に対するVEDの影響は、　in・vitro条件に比べてin　vivo条件

下ではそれほど重大ではないかもしれない。

　KscivはKvED／vの7倍であった。このことは、　SCに対するOCTの親和性が、VEDへ

の親和性よりも高いことを示している。ラット皮膚中でのOCT代謝速度定数は、0．137

h’1ど算出された。本研究では、皮膚中で複雑に代謝される薬物の新規皮膚透過性解

析法の構築に焦点を当てたため、代謝の非線形を考慮しなかった。軟膏中薬物濃度

が異なる複数条件下で皮膚透過実験を実施することで、代謝過程を

Michaekis－Menten式で表現したモデルによる解析が可能になり、より詳細に薬物皮膚

透過性を説明できると思われる。
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4．未変化体透過量および代謝物生成量におよぼすD’VED値の影響

　未変化体透過量および代謝物生成量におよぼすVED中拡散係数（D’VffD）の影響

を評価するため、OCTの皮膚透過パラメータを用いて、数値計算を行った。　OCT軟膏

塗布後24時間におけるfu111－thickenss　skin透過プロフィールとD耽D値との関係をFig．

6に示す。D耽D値が0．Ol　一〇．2　h’iの範囲で、軟膏中点変化体量はほとんど変化しな

かったが、未変化体節過量および代謝物生成量は変化した。D’VED値の低下に伴い、

未変化体透過量は減少し、代謝物生成量は増加した。このことは、D耽D値の低下に

より、レセプター宝冠の代謝物／未変化体比が上昇することを示唆する。Hashidaらは

坐、拡散係数を含む方程式を用いて、皮膚中薬物の平均滞留時間（MTT）を表現して

いる。その数式からは、拡散係数の減少によりMTTが増加することが導かれる。した

がって、低い拡散係数のためにMTTが増加し、皮膚中代謝をうける確率が上昇する

と考えられる。今回のシミュレーション実験は、代謝速度定数のみならず皮膚中拡散

係数も、薬物の皮膚中代謝の受けやすさに影響することを示している。Bandoらは、

acyclovir　isevalerateの代謝速度定数が0．156　h“1であり、加水分解代謝物である

acyclovirの透過量はacyclovir　isovalerateよりも低く、主として未変化体として透過す

ることを報告している堕。一方で、OCTの代謝速度定数はacyclovir　isovalerateと同程

度であるが」、主として代謝物として透過した。Fig．6に示したように、　D耽D値は、皮膚

中での代謝率に影響する因子であり、OCTとacyclovir　isovalerateとの間にみられるレ

セプター怪談代謝物／未変化体比の違いは、D’VED値で説明できる可能性がある。

acyclovir　isovalerateのD耽D値は0．187　h－1であり堕、　OCTの6倍ある。　acyclovir

isovalerateは、その大きなVED中拡散係数のために、皮膚中代謝をうける確率が

OCTに比べて低下したものと考えられた。
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第4節小括

　皮膚中で未知代謝物を含む複数の代謝物へと変換されるOCTのin・vitro皮膚透過

性を解析するために、通常は必須である代謝物測定をする代わりに、in　vitro透過実

験系内の全ての構成成分（軟膏、皮膚、レセプター液）中の未変化体量を測定した。

得られたOCT皮膚透過プロフィールを、代謝過程を考慮した拡散モデルで解析したと

ころ、実測値とシミュレーション値とは良く近似した。このことから、本研究で用いた理

論モデルが、OCTの皮膚透過を表現するのに適していることが示唆された。今回の解

析法は、代謝物の定量、代謝経路の同定といった代謝情報を用いずに、OCTの皮膚

透過パラメータを算出することを可能にした。この解析法は、未変化体の測定および

式のみから皮膚透過パラメータを算出するため、複雑な代謝経路を有する他の薬物

に対しても広く適用できる有用な方法と思われる。
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第2章軟膏組成がおよぼすmaxacalcito1のln・vltroラット皮膚透過性への

　影響匝

　経皮剤の開発においては、良好な治療効果を得るために、慎重に剤形設計するべ

きである。このため、ゲル、クリーム、軟膏といった剤形と薬物皮膚透過性との関係が

研究されている巫墨翌。ln　vivo　skin　stripping法皿鉱旦およびin・vitro皮膚透過実験

は、異なる剤形間で経皮吸収速度を比較する上で有用である。

　叩網組成を変えることで、基野中拡散係数や皮膚／基畔引の分配係数といったパ

ラメータが容易に変化することが知られている2？。これらのパラメータは、薬物の経皮吸

収速度に影響する重要な因子であり、様々な実験により個別に測定することができる。

例えば、基剤から皮膚への分配係数は、薬物の組織分布を測定することで見積もるこ

とができ鉱面素、基剤中拡散係数はin・vitro放出試験により求めることができる皿璽盤

語論。しかしながら、薬物透過に対するこれらパラメータの混合効果は複雑である。剤

形変更により生じるこれらパラメータの変化が薬物透過へ及ぼす影響を明らかにする

上で、拡散モデル解析が役立っと思われる。

　薬物の皮膚透過性を解析するために、数々の拡散モデルが開発されてきた互笈竺

心行妊。これらのモデルでは、群臣中での“瞬時拡散およびfinite　dose”あるいは

“　infinite　dose”が仮定されているが、擦剤中拡散は考慮されていない。　Guyと

Hadgraftは、劇剤中拡散が薬物の皮膚透過に与える影響に関する理論研究を報告し

ている螢。しかしながら、基門中拡散と皮膚透過性との関係を考察する実用的な研究

報告はほとんどないのが現状である。

　本研究では、添加剤含量の異なる2つの軟膏を用いて、maxacalcitol（OCT）のin

vitroラット皮膚透過性を評価した。そして、軟膏間で認められた皮膚透過プロフィール

の違いを、拡散モデルに基づいて考察した。本章では、第1章にて構築した拡散モデ

ルを発展させ、基給地拡散を考慮したtwo一およびthree－1ayer　skin　modelを構築した。
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得られたモデルを用いて、2つの軟膏間で皮膚透過パラメータを比較した。さらに、基

剤中拡散がOCTの皮膚透過性におよぼす影響を数値計算により評価した。
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第1節実験の部

1．OCT軟膏の調製

　第1章と同様の手順により、2種類のOCT軟膏を調製した。1つは3％（w／w）MCT

を含有する軟膏（3MO）であり、もう一方は30％（w／w）MCTを含有する軟膏（30MO）

である。いずれの軟膏においても、OCT含量は0．005％（w／w）に設定した。3MOは以

下の手順で調製した。容器内のMCT　180　mgに対して、300μgのOCTをエタノール

溶液として添加し、エタノールを窒素気流下留離した。残渣に対し、白色ワセリンを

5820mg加えて、60℃に加温した状態で混合し、軟膏を調製した。30MOの場合は、

1800mgのMCTおよび4200　mgの白色ワセリンを用いて同様の手順で調製した。

OCTを含有しない以外は同様の組成からなるブランク軟膏も、同様の手順で調製した。

調製した軟膏は、使用時まで遮光下室温で保存した。

2．Membraneless法によるOCTの軟膏中拡散実験

　OCTの軟膏中拡散係数は、シリンジを用いた修正membraneless法鮭により測定し

た。本方法の模式図をFig．7Aに示した。ブランク軟膏およびOCT軟膏を別々のシリ

ンジ（内面積：0．18cm2）に充填し、軟膏が接する状態で、両シリンジの末端を接着し、

遮光下室温で放置した。5日後に2つのシリンジを分離し、シリンジ内の軟膏を押し出

し、複数の軟膏ブロックに切り分けた。各軟膏ブロックは、重量測定後に3mしの

n－hexaneに溶解した。得られたn－hexane溶液に対し、3mしのアセトニトリルおよび50

μしの40Fg／mLρ一hydroxybenzoic　acid溶液を加えて混合した。その後、アセトニトリル

層を回収し、窒素気流下溶媒を留略した。残渣をn－hexane／ethano1（85：15，　v／v）250

μしに再溶解し、HPLCサンプルを調製した。　HPLC分析システムは、ポンプ

（LC－leADvp；Shimadzu・Co．）、UV検出器（SPD－10Avp；Shimadzu　Co．）および分析カ

ラム（TSK　ge10H－120，4．6　mm×250　mm；TOSOH　Co．，　Tokyo，　Japan）で構成した。移

動相としてn－hexane／ethanol（85：15，　v／v）を用い、流速1mL／minで流した。　UV検出
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器の波長は265㎜に設定した。HPLCサンフ．ノレ50叫を注入し、　HPLC分析した。
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asig．　7．　Schematic　representation　of　the　modified　membraneless　method　to　determine

diffusivity　of　a　drug　in　ointment．　lllustration　ef　modified　membraneless　method　（A）．

After　incubation，　the　eintment　from　each　syringe　was　ej　ected　and　cut　into　several　blocks

（B）．　The　drug　cencentratioRs　in　the　block　were　measured　to　obtain　the　concentration

gradients．

3．NetwellTMを用いたin・vitroラット皮膚透過実験

　SD系雄性ラット（7－8　wks；Jaspan　SLC　Inc．，　Shizuoka，　Japan）を実験に使用した。ラ

ットをエーテル麻酔下安楽死させ、背部の毛を刈り取った。皮膚を摘出し、皮下組織

を外科バサミで除去してfull一一thickenss　skinを調製した。　StripPed　skinを調製する場合

は、皮膚摘出前に10回のtape　strippingを施した。摘出皮膚の表皮側に、ポリプロピレ
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ン製リング（内径：1．6cm，内面積：2．O　cm2）をアロンアルファで接着した。

　6穴の：Netwe11TMプレート（直径：24　mm，メッシュ径：500μm；Coming，　MA，　USA）

を皮膚透過実験に使用した墾。各ウェルに対し、20％（v／v）牛胎児血清を含有するリ

ン酸緩衝液（pH　7．4）2mLを、レセプター液として添加した。　NetwellTMインサーター

上に載せた摘出皮膚を、真皮側がレセプター液と接するようにプレートに載せ、CO2イ

ンキュベーター（37℃）に置いた。30分問プレインキュベートした後、OCT軟膏15　mg

（体積：0．018cm3）を皮膚表面（面積：2．O　cm2）に塗布した。軟膏塗布後1，4，7，あるい

は24時間に、軟膏を綿棒で拭き取り回収し、レセプター液および皮膚を回収した。皮

膚透過実験を24時間継続する場合、軟膏塗布後2，4，6，8，20，および24時間に、レ

セプター液1mLを採取し、各サンプリングの後、新鮮なレセプター液1mLを補充し、

レセプター液量を一定に保った。

4．実験サンプル中OCT濃度の測定

　軟膏、皮膚およびレセプター液中のOCT濃度は、第1章、第2節の実験の部に記

載したものと同様の方法で定量した盤。
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第2節データ解析

1．軟膏中拡散係数の算出方法

　本研究ではシリンジを用いたmembraneless法により軟膏中拡散係数を求めた。軟

膏中の薬物濃度は次式で表される。

　　　　　　　　02Ct（」y，t）　∂C’（ア，t）
　　　　　，，，，　D’，，・・

　　　　　　　　　by　2　　0t

ここで、．yはん／ム。t。1と等しく、C’（y，　t）はC（κ，　t）・Lt。t、1と等しい。　C（κ，　t）は、位置κ、時間t

での薬物濃度を表し、Lt。t、1はOCT軟膏の長さ（Ld，、g）とブランク軟膏の長さ（Lbla。k）の

合計を表す。OCT軟膏とブランク軟膏中薬物濃度の初期条件は、それぞれC（κ，0）：

Co（0≦κ≦Ld，，，g）およびC（κ，0）＝0（Ld，，u9≦κ≦Lb1、，nk　）で表される。ここで・CoはOCT

軟膏中薬物初濃度を表す。D　’VはDv仏。t、12と等しく、Dvは軟膏中拡散係数を表す。

上記偏微分方程式を、線の方法により時間依存型の常微分方程式に変換し、陰的オ

イラー法により解いた。

　Fig．7Bに示したように、　OCT軟膏およびブランク軟膏を、それぞれ左側および右側

に置き、軟膏を幾つかのブロックに切り分けたとする。時間tにおける左側から1番目

の軟膏ブロック中のOCT量（9iの）は、次式で表される。

2，（t）・　area’2／c’（嚇・一書（秦）・わ一客（無）（a一・when・i－1）

ここで、Liは左側（Fig．7B）から1番目の軟膏ブロックの長さを、　aleoはシリンジ断面積

を表す。

　非線形最小二乗法プログラムMULT群を用い、各2i（t）とそれに対応する実測値

とのfittingを行い、　D　’v（＝Dv／Lt。t。12）を算出、それをDvへと変換した。
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2．軟膏中拡散を考慮した拡散モデルに基づいたOCT皮膚透過性の解析

（1）Two－layer　skin　modelに基づいたOCTの皮膚透過モデル

　Fig．8に薬物皮膚透過性を表現する拡散モデルの模式図を示す。1）押手および

vED中での薬物の挙動はFickの拡散法則に従う、2）薬物はvED中で1次消失速

度で代謝される、3）レセプター液おけるsink条件、を仮定することで、　stripped　skin透

過性を表現する次の偏微分方程式を得た。

　　　　　　　　02C’ir　（．IY，t）　OC’i’　（．IY，1）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（O　〈y〈　1）　　　　　　＝D’パ
　　　　　　　　　　Oy2　　　0t

　　　　　　　　　　∂2c’，．，z、7）（ア，り　∂C’1．TD（ア，t）

　　　　　　　　　　　　　　　Mknrs’C’i・7i’D（．IY，t）　（1〈．JY〈2）　　　　　　＝　D’av）・
　　　　　　　　　　　　Oy2　　　0t

　初期値および境界値条件は、次の式で表される。

　At　t＝　O

　C’，・（ア・り・＝Cih・Lr　　　　　　　　　　　　　　　　　　（0≦ア≦1）

　C’，，．，　（y，t）＝O　（1〈y　〈一　2）

　At　t＞　O

D’1…∂Qの一％・∂響井り・乱一燐（〃）一cv，．TD（・IY・t）ty・　1）

　C’ilrED（IJy，　t）　＝O　Ox’＝2）
ここで、yはx／Lv（0＜x≦Ly）およびκ／LVED（Lir〈κ≦4陣4ED）と等しい。　C　’v（ン，　t）

およびC並D（ン，t）は、それぞれCv（κ，　t）・LvおよびCVED（κ，　t）・LVEDと等しい。　Cv（κ，　t）

およびCVED（x，　t）は、それぞれ時間t、位置xでの劇剤およびVED中薬物濃度を表す。

Cv。は基湖中薬物初濃度を表す。　LvおよびLVEDは、それぞれ基剤およびVEDの長さ

を表す。D耽DはDvED／LvED2と等しく、DvEDはVED中薬物拡散係数を表す。　K亜D／v

は、KvED・LvED／Lvと等しく、KvED／vはVED／基剤問分配係数を表す。　km、はVED中代
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謝速度定数を表す。上記した偏微分方程式を時間依存的な常微分方程式に変換し、

陰的オイラー法により解いた。

　時間tにおける軟膏（9V（t））、皮膚（9S（t））およびレセプター液中薬物量（2R（t））を次

式で算出した。

　　　　　　　ま
9v（t）　一　area・　ic’v（y，t）・dy　　　　　　Eq・　1

　　　　　　　0

　　　　　　　　
e，（t）・　area・．ic’／ED（y，t）・dy　　　　　　Eq・・2

　　　　　　　1

鱗ω一の勧吻∂縁（y’t）・dtl　・＝　2　　Eq・・3

ここで、αアεαは有効拡散面積を表す。
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Fig．　8．　Schematic　representation　of　a　diffusion　model　for　skin　permeation　of　a　drug

through　stripped　skin　（two－layer　diffusion　model）　（A）　and　full－thickness　skin

（three－layer　diffusien　model）　（B）．
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（2）Three4ayer　skin　modelに基づいたOCTの皮膚透過モデル

　Full－thic㎞ess　skinモデルでは、代謝活性を有さない拡散層としてSCをstripped

skinモデルに追加した。このモデルは次の偏微分方程式で表現される。

≒磐L以・ゲC訴輿）　　　　（0〈ア＜1）

∂等芳の一へ・ゲC券禦）　　（1〈・y〈2）

∂篶（y・t）鞠がゲ。罪（戦・（調（2＜ア＜3）

　初期値および境界値条件は、次式で表される。

　Att　：O

　C’，t　（y，t）　：C，v　L，．．　（O　SI　．Jy　s；　1）

　C’，．　（y，t）　：O　（1〈ys2）
　C’，，r．　（．Jy，t）　＝：O　（2〈．Jy，　S　3）

At　t＞　O

　　　　　　　　　∂C’sc（アの　　∂C㌧・（ア，の
　　　　　　＝：　D！sc．一L一“i’＞L・　vy－pD，ガ K’sc　i　r・’　C’v　（JY，t）　：　C’sc　（JY，　t） （y　：1）

Dt 唐メD

盾煤fsc　（・iY’t）　，，，，　D’；，7；D・・cttllll－uis！1222一’mo　（’iY’t），　K’pz・Disc・c’sc　（y，t）　：C’mo　（．Jy，t）　（liy　：2）

　C’vED（ly，　t）　一〇　07　＝＝　3）
ここで、アはん／Lv（0＜κ≦々）、κ／Lsc（L｝r＜κ≦Lv　＋　LscJ）およびx／LVED

（Lv　＋　Lsc＜κ≦LPt＋ゐ5c心礎D）と等しい。　C’sc（ン，　t）は、　Csc（κ，　t）・Lscと等しい。

Csc（Xp　t）は、時聞t、位置んでのSC中薬物濃度を表す。　LscはSCの長さを表す。　D　’sc

はDsc／Lsc2と等しく、DscはSC中薬物拡散係数を表す。　K　’sc／vおよびK　’vED／scは、そ
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れそれKSCiV・LSC／LVおよびKVEDISC・LVED／LSCと等しい。　KSCIVおよびKVED／SCは、それ

ぞれSC／基剤間およびVED／SC問分配係数を表す。上記した偏微分方程を時間依存

的な常微分方程式に変換し、陰的オイラー法により解いた。

　時間tにおける軟膏（9v⑦）、皮膚（ρs（t））およびレセプター液中薬物量（9R（t））を次

式で算出した。

　　　　　　　エ
9r（t）　一　area・　SC’，・　（y，t）・dy　　　　　　Eq・・4

　　　　　　　0

　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ

e，（t）一　area・　fc’、c（．y，t）・dy・＋・area・∫C’，el）（y，t）・dy　　Eq・5

　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2

2，，（り一一D’…D・area・ P∂篶（y’t）・漉i拶　　Eq・・6

（3）皮膚透過データの解析

　基剤中薬物量（9v）は、　HPLC分析により求めた。皮膚中薬物量（9s）は、次式で算

出した。

　9s　＝皮膚抽出液中薬物量×皮膚抽出液量

レセプター液中累積透過量（9R）は、次式で算出した。

　　　　　　トま
eノぞ＝C、・V＋ΣCk・v　（9R…　Ci・V　whenF1）

　　　　　　ん篇1

ここで、iはサンプリング回数を、　Gは第i回目のサンプリング時におけるレセプター

液中薬物濃度を表す。vおよびVは、それぞれサンプリング体積および総レセプター

液体積を表す。

　各サンプリング時間における9v、9sおよび9Rの平均値（n　・3）を計算した。まず、

stripped　skinにおけるOCTの皮膚透過プロフィールを、　MULTIを用いてEqs．1－3に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　38



当てはめ、皮膚透過パラメータ（K’Vm／V，　D’VEDおよびkms）を得た。次いで、先の解析

で算出したD　’vEDを用い、　full－thic㎞ess　skinにおけるOCTの皮膚透過プロフィールを

Eqs．4－6に当てはめて、パラメータ（K　’sc／v，　rvED／sc（＝κ耽D／v／K’sc／vおよびD’sc）

を求め、そして、編、を再算出した。Stripped　skinの表面はtape　strippingにより損傷し、

代謝活性が低下している可能性があるため、再計算で求めたkm、を実際の皮膚中代

謝速度定数として採用した。30MOを塗布した後のfu11－thickness　skinを角ZF析する場合、

3MOの透過実験を解析したときに得たパラメータ（K　’VED／sc，　D’vm，およびkm、）を用い

て、ρvおよび9RをEqs．4および6に当てはめた。その結果として、30MOに関連す

るパラメータ（D’scおよびK’sc／v）を得た。

　Lsc：0．001　cm，　LvED：0．1　cmおよびLv（＝軟膏体積／塗布面積）：0．009　cmと仮定

して、D　’SC，　D　’VED，　K　’VED／V，　K　’SCIV，およびK　’VEDISCを、それぞれDSC，　DVm，　KVEDIV，

Ksc／v，およびKvED／scに変換した。　SC透過係数（Psc）およびVED透過係数（PvED）は、

次式で算出した。

蛋一等●外・丹が物ODyi一：f）

　　　　　　　　　　　　　　　　朋D　　　　　sc

3．軟膏中拡散係数が薬物皮膚透過におよぼす影響を評価するための数値計算実

　験

　3MOを用いた皮膚透過実験で得たOCTの透過パラメータを用い、かっ、複数の軟

膏中拡散係数を仮定して、OCT皮膚透過性におよぼす軟膏中拡散の影響を評価し

た。1×IO“5　一1×105　cm2／hの範囲で軟膏中拡散係数を変化させ、累積透過量およ

び軟膏中薬物残存量を算出した。全てのシミュレーションにおいて、in　vltro皮膚透過

実験と同じ条件（塗布面積：2cm2，軟膏体積：0．018cm3）を仮定した。
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第3節結果および考察

1。軟膏中OCT拡散係数

　3MOおよび30MO中でのOCT拡散係数は、それぞれ0．89（±0．07）×10’4および

1．87（±0．11）×1e－4　cm2／hであった（Fig・9）。軟膏中MCT含量の増加によりOCT拡

散係数は約2倍大きくなり、その差は有意であった（ρ＜O．01，unpaired　Student’s　t－test）。

30MO中での高い拡散係数は、軟膏の高い流動性に起因すると思われる。
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：Fig．9．　Di航lsion　coefficients　of　OCT　in　two　ointments．　DiffUsion　coefficients　were

determined　by　a　modified　membraneless　method　under　room　temperature　（n　＝3）．　Error

bars　show　SD．　3　MO：　OCT　ointment　containing　3　e／o　（w／w）　MCT，　30MO：　OCT　ointment

containing　30e／e　（w／w）　MCT．　““：p　〈　O．Ol　（unpaired　Student’s　t－test）．

2．In・vltroラット皮膚透過性

　ocTのln・vitroラット皮膚透過プロフィールをFig．10に示す。3Moの場合、軟膏塗

布24時間後までに7％の未変化OCTが皮膚を透過し、22％が軟膏中に残存した。

Stripped　skinを用いた場合は、より速やかな吸収が観測され、24時間後までに310／。が
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皮膚を透過し、7時間後の軟膏中残存量は僅か7％であった。30MOの場合、塗布24

時間後までに2％が透過し、65％が軟膏中に残存した。軟膏中MCT含量が多い

30MOの方が、　OCTの吸収は低かった。軟：家中での高い拡散性により皮膚透過は上

昇するものと思われたが、予想に反し、拡散係数が低い3MOを用いた方が30MOを

用いた場合に比べて、高いOCT皮膚透過性を示した。

　基剤あるいは皮膚中拡散係数、皮膚／基剤間分配係数といった皮膚透過パラメータ

におよぼす基剤の影響を評価するため、基剤中拡散を考慮した拡散モデルを用いて、

OCTの皮膚透過プロフィールを解析した。拡散モデルにより算出したシミュレーション

値は、実測した皮膚透過データと良く相関した（Fig．10）。このことは、このモデルが

OCT皮膚透過性を表現するのに適していることを示唆する。30MOを用いたときの皮

膚中OCT量は測定しなかったが、　Fig．10に示したシミュレーション値から予想されるよ

うに、3MOを用いた場合よりもその皮膚中量は低いと思われた。

　解析で得られたOCTの皮膚透過パラメータをTable　3に示す。　Stripped　skin透過

実験で求めたOCTの皮膚中代謝速度定数（km、，、t：1．09×1σl　h’i）は、　fu11－thickness

skinで求めた値（km、：3．41×IO”1　h’］）の0．3倍であった。このことは、　tape－strippingによ

り代謝活性が低下したことを示唆する。DvEDは4．04×10’4　cm2／hであった。　Dscは、

3MOを用いた場合は7．45×10“s　cm2／h、30MOを用いた場合は6．92×1びcm2／hで

あり、軟膏間で差はほとんど認められなかった。KvEDIscは5．23×10”2であり、OCTにと

ってSCはVEDよりも親和性が高い層であることを示している。3MOを用いたときの

Ksc／v値は11．6であり、30MOを用いた場合のそれよりも5倍大きかった。このことは、

軟膏から角層への分配性の違いが、軟膏間に認められる皮膚透過速度の違いを引き

起こしていることを示唆する。Ceshelらは、　ketoprofenの皮膚分配係数が基連中溶解

度に反比例することを報告している麺。MCTはOCTの溶解剤であり、3MO中の低い

溶解剤濃度によってOCTのSCへの分配係数が上昇したものと考えられた。

　MCTがSC中におけるOCTの溶解度に影響したかは明らかではない。しかしなが
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ら、軟膏中MCT含量の増加によりSCへの分配係数が低下したことを考慮すると、

MCTがOCTのSC中溶解度に与えた影響は小さいと考えられる。

　本研究では、SCより下層における薬物挙動に関連する皮膚透過パラメータ（編s，

KVED／sc，およびDVED）は、軟膏間で変化しないと仮定した。そして、2つの軟膏間で、

KSCIVおよびDSCを比較したところ、KSC／V値のみが変化することが明らかになった。す

なわち、軟膏間で認められたOCT皮膚透過性の違いは、　SC分配係数の違いのみで

説明することができた。この事実は、上記仮定が正しいことを示しており、かつ、MCT

が皮膚表面における相互作用（Ksc／v）にのみ影響し、角層内（Dsc）および下層（km、，

DVED，およびKVED／SC）には影響しないことを示している。

　SC透過係数（Psc）は、3MOで8．62×10’4　cm／h、30MOで1．77×1e’4　cm／hであっ

た。3MOで求めたVED透過係数（PvED）は2．44×10“3　cm／hであった。3MOを用いた

場合、SC透過抵抗（1／Psc）およびVED透過抵抗（1／PvED）は、それぞれU61および

409h／cmであり、1／PvEDは1／Pscの0．35倍であった。このことは、　SCがOCTの主たる

皮膚透過障壁であるが、VEDもまた透過障壁として機能することを示している。本試

験では、0．018cm3の軟膏を2cm2の面積に塗布している。皮膚表面に平行に塗布し

たとすると、軟膏厚み（Lv）は0．009　cm’になる。そして、3MOにおける軟膏中OCT透

過係数（Dv／Lv）は、9．89×10“3　cm／hと計算される。　OCTのfUll－thic㎞es　skin透過係数

（1／Pf、11）は次式飢で算出できる。

　　1　　　1　　　1

　　コ　キへ　Pfi，ii　Rsc　Pmo

3MOでは、PvEDおよびPf。llはそれぞれ6．37×1ゲcm／hおよび2．44×10－3　cm／hであ

った。Dv／Lvは、．Pfu｝｝の16倍、　P、t，ipの4倍あり、このことはOCTの軟膏中透過性が

釦11－thic㎞ess　skinおよびstripped　skin中よりも高いことを示している。
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lrabRe　3．　ln　vitro　rat　skin　permeation　parameters　of　OCT　estimated　by　a　diffusion

model　considering　diffusivity　in　a　vehicle．

Ointment　KvEDiv　Ksciv　KvEDisc

　type　（xlo一’）　（xlo－2）

Dsc

（×lo－8

cm2／h）

DVED　k。s　偏、，
（×10“4　（・10”i　（×五〇一1

　つcm一／h）　　　／h）　　　／h）

Psc　PvED
（・玉04　（刈O”3

cm／h）　cm／h）

3MO

6．04　ll．6　5．23　7．45　4．04　3．41　1．09　8．62　2．44

（O．93）　（1．2）　（O．97）　（O．93）　（O．．35）　（e．46）　（O．17）

30MO

2．37　5．23　6．92　4．04　3．41

（O．57）　（O．97）　（2．00）　（O．35）　（0．46）

1．77

Values　in　pareHthesis　are　SD　for　estimated　parameters．　一：　not　determined．

3。シミュレーション実験結果

　OCTの皮膚透過性におよぼす軟膏中拡散係数の影響を明らかにするため、シミュ

レーション実験を実施した。具体的には、3MOを用いた透過実験で得たOCTの皮膚

透過パラメータを用い、かつ、幾つかの軟膏中拡散係数を仮定し、拡散モデルに基づ

いて軟膏中残存量および累積的過量をシミュレーションした（Fig．11）。Full・・thickness

skinを仮定した場合、軟膏中拡散係数が1×10－5　cm2／h以上のとき、残存量および累

積透過量が一定値に達した。Stripped　skinを仮定した場合、軟膏中拡散係数が1×

10－5　cm2／h以上のとき累積透過量が、軟膏中拡散係数が0．89×10－4　cm2／h以上のとき

残存量が一定値に達した。シミュレーション実験によって、3MO中のOCT拡散係数

（0．89×10“4cm2／h）は、累積透過量および残存量に影響しないだけ十分に大きいこと

が示された。30MOについてのシミュレーション実験は実施しなかったが、30MO中の

拡散係数が3MO中よりも大きいこと、および30MOを用いたときのPsc値が3MOの

場合よりも小さいことを考慮すると、30MO中拡散係数もまた、皮膚透過性に影響しな

いだけ十分に大きいことが示唆された。
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　処方設計による薬物皮膚透過性の制御を考えた場合、角層／基剤間分配係数

（Ksc／v）、角層中拡散係数（Dsc）、および基剤中拡散係数（Dv）の3つのパラメータが

重要な因子として挙げられる。皮膚を標的臓器とする外用剤にとって、皮膚中薬物濃

度を高く保つことが薬効持続に必要な条件であるが、上記3つのパラメータのうち最も

皮膚中薬物量に影響を与える因子を明らかにするために、OCT（3MO軟膏）を例にし

てシミュレーション実験を実施した。Ksc／vを実際の値の5倍まで変化させたところ、皮

膚中薬物量は最大で約2倍高くなり、かっ、高濃度を持続することが示された（Fig．

12A）。Dscを実際の値の5倍まで変化させたところ、皮膚中薬物量は僅：かに上昇する

程度であったが、その一方で、皮膚中薬物濃度は速やかに低下する傾向が示された

（Fig．12B）。Dvを実際の値の5倍まで変化させたが、皮膚中薬物量の経時推移はほ

とんど変化しなかった（Fig．12c）。OCTの皮膚中濃度を上昇させる処方設計を考えた

場合、KSCIVが最も重要な因子であることが、本シミュレーション実験により明らかにな

った。
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Fig．　X　e．　ln　vitro　rat　skin　permeation　profiles　of　OCT　after　application　of　3　MO　and

30MO．　Application　of　3　MO　to　stripped　skiR：　amount　of　OCT　remaining　in　ointment　（a），

cumulative　amount　permeated　（b），　and　amount　in　skin　（c）．　Application　of　3　MO　to

full－thickness　skin：　amount　of　OCT　remaining　in　ointment　（d），　cumulative　amount

permeated　（e），　and　amount　in　skin　（fi．　Applicatien　of　30MO　te　full－thickness　skin：

amount　ef　OCT　rernaining　in　ointment　（g），　cumulative　amount　permeated　（h），　aAd

amount　in　skin　（i）．
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第4節小括

　本研究では、MCT含量の異なる2つの軟膏を用いてOCTのin　vitroラット皮膚透

過性を評価し、基剤中拡散を考慮した拡散モデルに基づいて皮膚透過プロフィール

を解析することに成功した。処方設計により変化する可能性があるDSC，　Dvおよび

KSCIVといったパラメータを算出し、軟膏間で比較した。その結果、次のことが明らかに

なった。1）3MOおよび30MOを用いたときのDsc値は同じであった、2）3MOを用い

たときのKsc／v値は、30MOのそれよりも5倍大きかった、3）軟膏間でDv値には2倍

の差があったものの、皮膚透過性に影響しないほど十分に大きかった。これらの知見

から、軟膏問に認められた皮膚透過プロフィールの違いは、主として分配係数の違い

により説明できることが示唆された。また、MCT濃度3－30％（w／w）の範囲内では、

MCT含量の低下に伴い、皮膚分配係数が高くなることが予想された。

　本研究で構築した皮膚透過解析法およびシミュレーション法を利用することで、処

方設計により生じる皮膚透過性の変化要因を、基判明拡散係数、角層分配係数およ

び角層中拡散係数といった因子に分離して評価することが可能になった。第1章で構

築したモデルは判別中での瞬時拡散を考慮しており皿、主として液体状の基剤を用い

たときの皮膚透過解析に有用である。一方で、本章で構築したモデルは基箇中拡散

およびfinite　dose条件を仮定しているため、実用的に利用される処方、特に放出持続

型の剤形を用いたときの薬物皮膚透過解析に有効と思われる。本研究の試みは、放

出制御を指向した経皮薬物送達システムの開発において、基剤中拡散係数の目標値

を設定する際にも有用と思われる。
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第2編ビタミンD3新規誘導体SMD－429のln　vllroラット皮膚代

謝および透過性に関する検討饅

　Tacalcito1L3、　maxacalcitol（OCT）且およびcalcipotriolL4といった活性型ビタミンD3誘

導体が乾癬外用治療薬として用いられている。これら誘導体の薬効は、分化誘導能お

よびケラチノサイト増殖抑制能に起因すると考えられている1Ω。乾癬治療におけるビタ

ミンD3誘導体の標的臓器は皮膚であり、皮膚中薬物濃度を高く維持することが治療

効果を発揮する上で重要である。一方で、皮膚を透過して循環血へと移行した薬物は、

副作用である高カルシウム血症を引き起こすL皿。

　薬効と副作用との乖離を目指し、Shimizuらは16－en－22－oxa－24－carboalkoxide構造

を有するビタミンD3新規誘導体を設計し、　OCTと比べて増殖抑制活性が高く、経皮投

与後のカルシウム作用が弱い化合物群の創出に成功している璽。これら化合物群は、

肝ミクロソームにおける代謝が速く、ラットでの加卿。クリアランスが高いことが明らかに

されており、循環血移行後の速やかな消失が、副作用軽減に寄与していると考えられ

る。皮膚は経皮投与された薬物の循環血移行性を制御する臓器であり、皮膚もまた副

作用を考える上で重要な因子であるが、これら化合物の皮膚透過性は明らかにされて

いない。

　そこで本研究では、Shimizuらが設計したビタミンD3新規誘導体の1つである

SMD－429の皮膚中代謝および皮膚透過性を評価し、　OCTおよびcalcipotriolといった

既存薬と比較することにした。皮膚透過プロフィールを拡散モデルに基づいて解析し、

皮膚透過上の特徴を明らかにすると同時に、SMD－429の副作用軽減に対する皮膚の

寄与について考察することにした。
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第1節実験：の部

1．実験材料

　SMD－429　［（S）一1一｛（S）一4一［2一［（3S，5R）一3，5－dihydroxy－2－methylene－cyclohex一（Z）一

ylidene］一eth一（E）一ylidene］一7a－methyl－3a，4，5，6，7，7a－hexahydro－3H－inden－1一一yl｝一ethoxy）一

acetic　acid　1－ethy14－methyl－propyl　ester］、　OCT、およびcalcipotrio1は中外製薬㈱にて

合成された。M1［（S－1一｛（の一4｛2｛（3S，5R）一3，5－dihydroxy－2－methylene－cyclohex

一（Z）一ylidene］一回目h一（E）一ylidene］一7a－methyl－3a，4，5，6，7，7a－hexahydro－3H－inden－1－yl｝一ethe

xy】一acetic　acid］およびM2［1α，3β一dihydroxy－20（5）一hydroxy－9，10－secopregna－5，7，10

（19），1　6－tetraene］もまた、中外製薬㈱にて合成された。［3H］SMD－429（比放射能：629

GBq／mmol）は、　GE・Healthcare・Bio一　Sciences　Co．（NJ，　USA）にて合成された。これら化

合物の構造式をFig．13に示した。ヒト皮膚3次元培養モデル（LsE－high）は、

TOYOBO　Co．，　Ltd．（Osaka，　Japan）から購入した。

2．軟膏調製

　o．0心あるいは。．05％（w／w）の薬物（ocT、　calcipotrio1あるいはsMD－429）および3％

（w／w）MCTを含有する軟膏を次の手順で調製した。容器内のMCT　60　mgに対し、

400あるいは1000μgの薬物をエタノール溶液として加え、混合した後、窒素気流下

エタノールを留卜した。得られた薬物含有MCT溶液に対し、1940　mgの白色ワセリン

を加えた。容器を60℃に温めでワセリンを溶解、混合し、軟膏を調製した。得られた軟

膏は、使用時まで遮光下室温で保存した。o．02％（w／w）薬物含有軟膏はLsE－high

透過実験に使用し、0．05％（w／w）薬物含有軟膏はin・vitroラット皮膚透過実験に使用

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　うした。O．05e／e（w／w）SMD－429および3％（w／w）MCTを含有する［）H｝SMD－429軟膏も

同様の手順で調製した。
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3．in　vitroラット皮膚透過実験

　第1編に記載した方法と同様の手順でラット摘出皮膚（fu11－thickness　skin）を調製し、

試験に用いた。フランツ型拡散セル（有効拡散面積：4．9cm2；レセプター容積：15

mL）を試験に用いた。皮膚をセルに装着し、レセプター液として20％（v／v）牛胎児血

清を含有するリン酸緩衝液（pH　7．4）をセルに充填した。レセプター液を37℃に温めて

約1時間プレインキュベートした後、軟膏24mg（体積：0．028　cm3）を皮膚表面に塗布

した。軟膏塗布後1，4，8，20あるいは24時間に、軟膏を綿棒で拭取り回収し、レセプ

ター液および皮膚を回収した。回収した軟膏は4℃で、レセプター液および皮膚は

一80℃で保存した。実験は例数3で実施した。

4．LSE－high透過実験

　ヒト皮膚3次元培養モデル（1iving　skin　equivalent，　LSE－high；TOYOBO　Co．）は、ヒト

由来包皮細胞を培養することで得た角層を含む表皮層および真皮層で構成されてお

り、近年、ヒト皮膚代替品として利用されている。LSE－highを用いた透過実験は、以下

の方法で実施した。NetwellTM　6穴プレート（直径：24　mm，メッシュ径：500μm；

corning，　Ms，　usA）を使用した釜。各ウェルに20％（v／v）牛胎児血清含有リン酸緩衝＝

液（pH　7．4）1．5　mLをレセプター液として加えた。シリコンリングを接着したLSE－high

をNetwellインサーター上に載せ、真皮側がレセプター液と接するようにセットした。

次いで、NetwellプレートをCO2インキュベーター（37℃）に置いた。約1時間プレイン

キュベートした後、シリコンリング内のLSE－high表面に軟膏20　mg（体積：0．024　cm3）を

塗布した。軟膏塗布後05，1，3，5，7，および24時問に、レセプター液05mLを採取

した。レセプター液採取後に、新鮮なレセプター液0．5mLを補充し、レセプター液量

を一定に保った。透過実験は例数3で実施した。サンプル処理時まで、レセプター液

サンプルを一20℃で保存した。

51



OH
］
B
璽
乳

　
　
〃

　　　　　　　　ち

　　　　　l　H

　　　　　l

HO’“ @三〇H
　　H　　　H

　Maxacalcitol

O”oM
　H
’”tt、　　ミ＼

　　　　　　　ち
　　　　　l　H

　　　　ξ

HO’“ @三〇H
　　H　　　H

　　Calcipotriel

tivoa．k

　“HO
　　H　　　H

　　SMD－429

H
OH

Ho“s

　　K

1

1

M1

1

　　　　　　む

電Q＞k。H

ち、

　H

自OH

　
　
Oゆ

、
，

H

　　　　　　　　　　Ho“AVillN”“’oH　Ho“’Ali’YIIillNqa」roH

　　　　　　　　　　　　　　M2　　　　　　　　［3田SMD－429

Fig．　13．　Chemical　structures　of　vitamin　D3　analegues．　M　l　and　M2　are　metabolites　of

SMD－429．

52



5．サンプル中薬物の測定

　軟膏、皮膚およびレセプター液中の薬物量は、第1編に記載した方法篁と同様にし

て定量した。LC－MS／MS法でSMD－429を測定する場合、　m／z　313．3（親イオン：m／z

490．3）のイオンを測定し、calcipotriolを測定する場合、m／z　377．3（親イオン：m／z

430．3）のイオンを測定し、いずれも内標準物質としてcalcitriolを用いた。

6．［3m　sMD－429透過実験で得たレセプター液サンプルの分析

　［3H｝SMD－429透過実験で得たレセプター液サンプル2mしとacetonitrile　4　mLを混

合した。得られた混合液を遠心（3000　rpm，5min，4℃）し、上清を回収し、窒素気流下

溶媒を留透した。残渣にacetonitrile／10mM　ammonium　acetate（pH　3．5）（35：65，　v／v）

を加えて再溶解し、HPLCサンプルとした。　HPLC分析システムは、ポンプ

（LC－10ADvp；Shimadzu　Co．）、UV検出器（SPD・一10Avp；Shimadzu　Co．）、フロー型シン

チレーションカウンター（FLO・一〇NE；Packard　Instrument　Co．）および分析カラム

（CAPCELL　PAK　C　18，　UG120，4・6×250　mm，5μm；Shiseido　Co．，　Ltd．）で構成した。

2相グラジエント溶媒で分析し、移動相Aとしてacetonitrile／10mM　ammonium　acetate

（pH　3．5）（35：65，　v／v）を、移動相Bとしてacetonitrile／10　mM　ammonium　acetate（pH

3．5）（80：20，v／v）を使用した。移動相を流速1．O　mL／minで流し、以下のグラジエントプ

ログラムを実行した。O一　12分：移動相A（100％），12　一　25分：移動相A（100％→

0％，linear　gradient），25－40分：移動相B（100％）。　SMD－429および代謝物の同定は、

合成標品との溶出時間の比較により行った。

7．皮膚透過実験データの解析

　無毒中薬物量（gv）は、　HPLc分析により求めた。皮膚およびLsE－high膜中薬物量

（9s）は、次式で算出した。

　9s＝皮膚あるいはLSE－high膜抽出液中薬物量×皮膚抽出液量
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レセプター液中累積透過量は、次式で算出した。

　　　　　　トユ
2／ぞ一C，　・V　＋　2　C、・v　（9R－Ci・V　when∫一1）

　　　　　　ん＝1

ここで、iはサンプリング回数を、　Gは第i回目のサンプリング時におけるレセプター

液中薬物濃度を表す。vおよびVは、それぞれサンプリング体積および総レセプター

液体積を表す。

　第1偏、第1章に示したone－1ayer　skin　modelに基づいて、in　vitroラット

M－thic㎞ess　skin透過実験で得たデータを解析し、皮膚透過パラメータとして皮膚／

基剤間分配係数（K’s）、fUU一℃hic㎞essskin中拡散係数（D　’full）および皮膚中代謝速度

定数（km、）を算出した。さらに、　Microsoft　Office　Excel　2003（Microsoft　Co．，　Redmond，

WA，　USA）を用い、皮膚透過パラメータと薬物脂溶性との回帰分析を行った。

54



第2節結果および考察

1．ビタミンD3誘導体の加痂ア。皮膚透過性

　本研究では、摘出ラット皮膚およびヒト皮膚3次元培養モデル（LSE－high亙丑）を用

いて、ビタミンD3誘導体のin　vitro透過実験を実施した。ビタミンD3誘導体の

LsE－high透過プロフィールをFig．14に示す。軟膏塗布24時間後までのsMD－429

累積透過量は7．5％であり、OCTおよびcalcipotriolのそれよりも少なかった。本研究で

は、LS　E－highをヒト皮膚代替品として使用したが、この結果は、ヒトにおいても

SMD－429の皮膚透過性が低いことを示唆する。

　ビタミンD3誘導体のin　vitroラット皮膚透過プロフィールをFig．15に示す。軟膏塗

布24時間後における軟膏中SMD－429残存量は52．4％of　doseであり、軟膏から皮

膚へのSMD・・429移行性は、　OCT（7．1％）およびcalcipotriol（19．9％）よりも低かった。

皮膚中SMD－429量は、塗布1時間後で33。6％であったが、24時間後には16．1％に

低下した。その量は、OCTおよびcalcipotriolと同等あるいは1／2程度であった。塗布

24時間後におけるSMD－429の累積透過量は0．0003％であり、OCTおよび

calcipotriolよりも4桁低い値であった。

　ラット皮膚およびLsE－highのいずれにおいても、sMD－429の累積透過量は既存の

ビタミンD3誘導体よりも低かった。一方で、皮膚中SMD－429量は、他の誘導体と同

程度であった。これらSMD－429の特徴は、乾癬治療における優れた治療効果、およ

び、副作用の軽減に適していると思われた。
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Fig．　14．　Permeation　profiles　of　vitamin　D3　analogues　through　LSE－high．　After

applications　of　maxacalcitol，　calcipotriol，　and　SMD－429　ointmentto　LSE－high，　the

cumulative　amouRt　ef　drug　permeated　was　determined．　Open　circles：　Mean　value　of

observed　data　from　three　experiments．　Errer　bars：　SD　of　corresponding　observed　data．
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ptEg．　a　S．　Permeation　profiles　of　vitamin　D3　analogues　through　rat　skin．　After

applications　of　maxacalcitol，　calcipotriol，　and　SMD－429　ointment　to　rat　skin，　drug

amount　remaining　in　ointment　（A），　drug　amount　in　skin　（B），　and　cumulative　drug

amount　permeated　（C），　were　determined．　Tetal　recovery　（D）　was　the　sum　of　unchanged

drug　in　ointment，　skin，　and　cumulative　permeated．　Open　circles：　Mean　value　of

observed　data　from　three　experiments，　Error　bars：　SD．　“：　Observed　data　ofmaxacalcitol

was　taken　from　a　previous　report．一2Lt
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2．ビタミンD3誘導体の皮膚中代謝

　実験系からの未変化体総回収率（軟膏、皮膚およびレセプター液中薬物量の合

計）をFig．15Dに示す。軟膏塗布後1時間における各化合物の回収率はgo％以上あ

ったが、経時的に減少した。各化合物のレセプター液中安定性について予備検討し

た結果、ガラス容器内で37℃、24時間インキュベートした後の回収率はOCTで80％、

calcipotrio1で100％、　SMD－429で73％であることが確認されており、レセプター液中で

安定であることが明らかにされている。また、OCTおよびcalcipotriolがラット皮膚皿，璽

および培養ケラチノサイト塾旦で代謝されることが知られている。本研究において、

sMD－429もまた皮膚中で代謝されることが示された（Fig．16）。これらの知見は、実験

系からの未変化体回収率の低下が、皮膚中代謝による消失に起因することを示唆し

ている。

　『H｝SMD－429軟膏を用いたin　vitroラット皮膚透過実験で得たレセプター液の

Radio－HPLCクロマトグラムをFig．16に示す。軟膏塗布24時間後におけるレセプター

液中放射能は、塗布量の9．2％（計数2の実験の平均値）であった。未知代謝物UNK

（溶出時間：3分）およびMl（溶出時間：11分）がレセプター液中の主代謝物であり、

SMD－429（溶出時間：32分）は検出されなかった。　M1はSMD－429の加水分解体であ

り、カルシウム作用を有さないことが知られているfiltL。　SMD－429がレセプター液および

軟膏中で安定であることを確認しており、このことは、SMD－429の加水分解が、レセプ

ター液や軟膏中ではなく、主として皮膚中で起きていることを示唆する。未知代謝物

UNKの構造情報は得られていないが、逆相HPLC条件下の溶出時間からは、側鎖を

持たずカルシウム作用が無いM2　fftLよりも極性が高い化合物であることが推測された。

このことから、経皮投与されたSMD－429のカルシウム作用軽減に対し、皮膚中代謝が

寄与するものと考えられた。

　Shimizuらは、　SMD－429がOCTに比べて、ラット肝ミクロソーム中で高い代謝クリア

ランスを示し、in　vivOラットで高いクリアランスを示すことを報告している墾。この知見
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は、皮膚を透過したSMD－429が代謝により速やかに生体内から消失することを示して

いる。本研究により、SMD－429の皮膚透過性が極めて低く、SMD－429は主として代謝

物として皮膚を透過することが明らかになった。循環血からの速やかな消失に加えて、

低い皮膚透過性および皮膚中代謝が、SMD－429の副作用軽減に寄与するものと思

われる。Fig．14に示したように、　sMD－429はヒト皮膚再構築モデル透過性が低いこと

から、ヒトにおいて副作用の弱いことが予想される。

83：，

謝

聡

鵬

（
慈
ユ
。
》
書
≧
も
6
0
旧
で
σ
¢

UMく

殖1

　　　　　　　　　i／

　　　　　　　　　　　M2　SMD－429
一」へ恥壁＿＿＿酬＿＿蕊＿＿＿一

心

　　　O　5　le　Gg．．　20　2・S　30　35　46
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tir轟e伽莚n｝

Fig．　a　6．　Typical　radio－HPLC　chromategram　of　a　receptor　fluid　at　24　h　after

application　of　［3H］SMD－429　ointment　to　excised　rat　skin．　UNK：　UnlmowR　metabolite，

Ml：　Hydrolyzed　SMD－429．　M2，　a　predicted　metabolite　of　SMD－429　（retention　time：　13

min），　and　unchaRged　SMD－429　（retention　time：　32　min）　were　not　detected　in　the

receptor　fiuid．

3．拡散モデルに基づいたビタミンD3誘導体の皮膚透過性解析

　ビタミンD3誘導体のin・vitア。ラット皮膚透過プロフィールをone－layer　skin　mode1に基

づいて解析した。解析で得たシミュレーション曲線は、対応する実測値と良く一致し

（Fig．15）、解析に用いた拡散モデルがビタミンD3誘導体の皮膚透過性を表現するの

に適していることが示唆された。解析で得られた皮膚透過パラメータをTable　4に示す。

OCT、　calcipotriolおよびSMD－429の皮膚／基剤間分配係数（Ks）は、それぞれ1．68×
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10－i，4．03×1（）”1および2．81×10’1であった。OCT、　calcipotriolおよびSMD－429の

fU11一重hic㎞ess　skin中拡散係数（Df。ll）は、それぞれ1．34×10－4，4．41×10－5および1．30

×10”5　cm2／hであり、SMD－429の拡散係数はOCTよりも10倍低かった。　OCT、

calcipotrio1およびsMD－429の皮膚中代謝速度定数は、それぞれ1．11×10”i，4．i1×

10’2および1．01×10’一i　h’iであり、SMD－429の代謝速度定数はOCTと同程度であった。

OCT、　calcipotriolおよびSMD－429のfU11－thickness　skin透過係数は、それぞれ2．25×

10’4，1．78×10“4および3．69×IO’5　cm／hであり、SMD－429の透過係数は他の化合物よ

りも低かった。SMD－429の低い透過係数は、その低い拡散係数に起因すると考えられ

た。

　本研究で用いたビタミンD3誘導体の脂溶性は高く、Pallas　2。O　so伽are

（CompuDrug，　Sedona，　AZ，　USA）で算出したprolog　D7．4値は、　Maxacalcitol：457、

Calcipotriol：5．34、およびSMD－429：6。08であった。化合物脂溶性と拡散係数との関

係を評価したところ、負の相関（r　・・　一〇．999）が認められた（Fig．17）。アルコール旦やス

テロイド系化合物墨において、化合物脂溶性とfU11－thic㎞ess　skin透過性および真皮透

過性との問に負の下間があることが報告されている。これらの報告は本研究結果と類

似している。このように興味深く、一般的とはいえない関係が生じる理由は定かではな

く、これを明らかにするには本研究とは異なる手法からのアプローチが必要と思われる。

表皮層は脂溶性薬物の透過障壁であることが知られており亙笈、また、真皮は脂溶性

薬物の貯留層のように働くと考えられている弦塾並。真皮のバリアー機能については

ほとんど知られていないが、脂溶性の高い角層が水溶性薬物の透過障壁として働くの

と対照的に、脂溶性が低い層である真皮が脂溶性薬物の透過障壁として働いている

のかもしれない。本研究で用いたビタミンD3誘導体は高脂溶性であり、これらの皮膚

中動態は真皮により制御されている可能性がある。Fig．17に示したような脂溶性と拡

散係数との負の相野関係は、ビタミンD3誘導体の高脂溶性と真皮の高脂溶性薬物に

対する透過障壁機能の2つの要因から生じた可能性がある。
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　本研究では、one－layer　skin　mode1を用いて正常皮膚透過性を評価した。　One－layer

modelは単純ではあるが、有用な利点がある。すなわち、単純なモデルであるために

少ないパラメータで皮膚透過性を表現することができるので、皮膚透過パラメータと薬

物の物理化学的性質との間に関連性を見出すことができれば、その情報を、皮膚透

過性制御を指向した新規薬物の分子設計に容易に適用できる可能性がある。

　第1編、第1章に示したが、［3H］OCT軟膏塗布後24時間までにレセプター液に透

過した放射能に占める未変化体の割合は、25．2％であった。［3H］SMD－429軟膏を用

いたとき、塗布24時間後までの放射能透過量は9．1％of　doseであり、未変化体透過

量は0．0003％であった。これらの結果は、SMD－429とOCTの皮膚中代謝速度定数が

同じであるにもかかわらず、SMD－429はOCTよりも皮膚中で代謝され易いことを示し

ている。皮膚中拡散係数が低いことが、皮膚中滞留時間を長くし至、皮膚中で代謝さ

れる確率を上昇させる皿。したがって、SMD－429の皮膚中における低い拡散係数が、

皮膚中代謝の受けやすさの1要因であると考えられる。皮膚中拡散係数が10倍低下

することで、透過性が大きく変化する一方、皮膚中薬物濃度はほとんど変化しないこと

を、Boderkeらはシミュレーション実験で示している墨。彼らの報告は、低い拡散係数を

有するSMD－429が、既存のビタミンD3誘導体（OCTおよびcalcipotriol）と比べて、低

い皮膚透過性および同等の皮膚中濃度を示す事実を支持している。
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Table　4．　ln　vitro　permeation　parameters　of　vitamin　D3　analogues　through　rat　skin．

CoinpouRd 　　K　’s

（×lo－2　cm）

　　∠）’蟹1

（・叢σ2h讐1）

　　鳥。s

（×玉0庸1h”1）

　　　P酬

（×lo－4cm／h）

　Ks

（×le－i）

　　　Dfull

（×IO一“　cm2／h）

Maxaea／cito1

1．68

（O．27）

1．34

（O．23）

1．ll

（O．1　8）

2．25 1．68 1．34

Calci　otrio1

4．03

（O．63）

O．441

（O．091）

O．411

（O．076）

1．78 4．e3 O．441

SMD－429

2．81

（O．82）

e．Bo

（O．009）

1．0玉

（e．29）

O．369 2．81 o．Be

Permeation　parameters　were　estimated　by　analyziRg　permeation　profiles　of　maxacalcitol，

caicipotriol，　and　SMD－429　based　on　a　one一一layer　diffusion　model．　K’s　and　D’fuii　are　eqt｝al　to　Ks　e

Lfui　aRd　Df．ii／Lf．ii2，　respectively．　The　partition　coeilfricient，　Ks，　and　the　diflfusion　coefficient，　Dfaii，

were　estimated　using　a　skin　thickness　（Lf，ii）　of　1000　pm　．　The　permeability　coefficient，　Pfuii，　is

equal　to　K’s‘D’f．ii．　km，　is　the　metabolic　rate　constaRt．　Valges　in　parentheses　are　SD　of　estimated

parameters．
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diffusien　coefficients，　Dfuii，　were　estimated　by　altalyzing　in　vitro　vitamin　D3　analogues

permeation　through　rat　skin　based　on　a　one－layer　diffusion　model．
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第3節小括

　本研究では、副作用であるカルシウム作用が軽減されたビタミンD3新規誘導体、

SMD－429のin　vitro皮膚透過性を評価し、既存のビタミンD3誘導体と比較した。その

結果、SMD－429の皮膚中濃度は既存薬と同程度であるが、透過量は低いことが明ら

かになった。これらの特徴は、SMD－429の治療効果を高め、副作用軽減につながるも

のと考えられた。循環血移行後の高いクリアランスに加えて、低い皮膚透過性および

皮膚中代謝の受けやすさが、SMD－429のラット経皮投与後の副作用（高カルシウム血

症）の軽減に寄与すると考えられた。SMD－429の皮膚中代謝の受けやすさは、その皮

膚中拡散係数の低さに起因すると考えられた。

　本研究で用いたビタミンD3誘導体は高脂溶性（prolog　D7．4：457－6．08）であったが、

薬物脂溶性と皮膚中拡散係数との間には、負の相問関係が認められた。皮膚中拡散

係数の低下は、皮膚透過性の低下および皮膚中代謝の受けやすさにつながることか

ら、薬物脂溶性を高める分子設計をすることで、経皮投与後の循環血移行性が低下し、

副作用が軽減された外用剤を開発できる可能性がある。
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第3編物性の異なる化合物群を用いた定量的構造透過性相関

解析z7

　第2編で脂溶性薬物であるビタミンD3誘導体のin　vitro皮膚透過性を評価した結

果、脂溶性と皮膚中拡散係数との問に負の畦間関係が見出されたfU8。本編では、薬

物の物理化学的性質と皮膚透過パラメータとの関係を詳細に考察すべく、物性の異

なる化合物群を用いてin　vitro皮膚透過性を評価した。さらに、皮膚透過パラメータを

求め、化合物物性との関連性を見出すことにした。

　皮膚は不均一な臓器であり、相対的に脂溶性の高い角層、およびその下層に存在

する親水性の高いviable　epide㎜is　and　de㎜is（VED）により構成される。薬物の経皮

吸収性を予測するために、定量的構…造透過性相関解析（Quantitative

structure－Permability　Relationship　analysis，　QsPR）に関する研究がされてきた並巫迅

旦亙鉱。これらのQSPR解析では、通常、皮膚透過係数を脂溶性、分子サイズ（分子量

あるいは分子体積）および水素結合能等を用いて表現する。そして、脂溶性増加に伴

い、皮膚透過係数が上昇するという結果が得られてきた。しかしながら、これまでの

QSPR解析に用いられてきたデータセットの多くは、　Flynn恩により収集されたものであり、

その元になる透過データのほとんどが表皮膜を用いた実験から得られたものである。

つまり、旧来のQSPRは角層透過性のみを反映したものということができる。

　皮膚の中でも角層は、重要な透過障壁であると考えられている。しかしながら、毛細

血管が真皮上層を通ることを考慮すると、角層よりも下の生きた表皮および真皮

（viable　epidermis　and　dermis，　VED）もまた、循環血への薬物移行性を制御する重要

な拡散層であるということができる。また、表皮膜を用いたin　vitro皮膚透過実験で脂

溶性薬物のflUXを観測した場合、　in　viVO　fiUXを過大評価してしまうことが報告されて

いる盆強姓鍾。この知見は、VEDが角層と同様に重要な透過障壁として働くことを示

唆している。
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　したがって、∫η脚。条件を反映したQSPRを導出するには、角層およびVED、それ

ぞれの皮膚透過に対する寄与を考慮する必要があると考えられる。しかしながら、角

層とは対照的に薬物のVED透過性についてはほとんど研究されていない。薬物の皮

膚透過過程をより良く理解するには、角層中のみならずVED中での薬物の挙動を解

析する必要がある。角層とVEDは、相対的に脂溶性が異なる層であり、それ故、それ

ぞれの層における薬物の挙動は異なることが予想される。

　本研究の目的は、角層およびVEDにおける薬物の構造透過性相関を解析すること

にある。薬物の皮膚透過性は拡散モデルで表現できるが、two－1ayer　skin　modelに基

づいた解析を実行することで、角層およびVEDに関連した皮膚透過パラメータを算出

することができる互量五堕旦。本研究では、脂溶性および水溶性薬物を被験物質とし

て用い、in　vilroラット皮膚透過試験を実施した。皮膚透過プロフィールをtwo－layer

skin　mode1に基づいて解析し、得られた皮膚透過パラメータと薬物の物理化学的パラ

メータとの間で相関解析を実施した。
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第1節実験の部

1．実験材料

　Ethyl　nicotinateはKanto　Chemical　Co．（Tokyo，　Japan）より購入した。　Ibupro：fenは

Sigma－Aldorich　Co．（St．　Louis，　MO，　USA）から購i入した。Testosterone，

p－phydroxybenzeic　acid，　salicylic　acid，　nicotinic　acid，　5－fiuorouracil，　dl－propranolol

hydrochloride，　caffeineおよびpropylene　glycol（PG）は、Wako　Pure　Chemicals

（Osaka，　Japan）から購入した。主成分としてcalcipotriolを含有するDovonex⑧軟膏は、

Astellas　Pharma　lnc．（Tokyo，　Japan）より購入した。

2。In　vitroラット皮膚透過実験

　Etby1　nicotinate，　ibuprofen，　p－hydroxybenzoic　acid，　nicotinic　acid，　5－fluorouracil，

dl－propranolol　hydrochloride，　caffeine，およびcalcipotriolを被験物質として使用した。

Calcipotriol以外の薬物は、　PG／water（4：1，　v／v）に溶解し、得られた溶液をろ過（0．45

pm）した。各薬物濃度は、　ethyl　nicotinate，　ibupro：fen，　p一一hydroxybenzoic　acid，　salicylic

acidおよびdl－propranololについては5mg／mしに設定し、　nicotinic　acid，

5－fluorouraci1およびcaffeineについては2mg／mしに設定した。0．05％（w／w）

calcipotrio1含有軟膏を以下の操作で調製した。まず、2gのDovonex⑧軟膏

［calcipotriol　content：0．005％（w／w）］を入れた容器に10mg／mL　calcipotriolをエタノー

ル溶液として90匹加えた。エタノールを窒素気流下留去した後、軟膏を60℃に温め

て、融解、混合した。得られた軟膏は、使用時まで室温下遮光保存した。

　第1編、第2章に記載したものと同様の方法により加痂ア。ラット皮膚透過実験を実

施した。雄性ラット（SD系、7－8週齢；Japan　SLC，　Inc．，　Shizuoka，　Japan）を試験に使

用し、摘出皮膚（fUll－thic㎞ess　skinおよびstripped　skin）を調製した。皮膚表面にはポ

リプロピレン製リング（内径：1．6cm，内面積：2．O　cm2）をアロンアルファで接着した。透

過実験にはNetwellTM（6－well，直径：24　mm，メッシュ径：500　ptm；Costar，　MA，　USA）

を使用し坐、レセプター液として20％（v／v）牛胎児血清含有リン酸緩衝液（pH　7．4）を
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使用した。

　インサーター上に皮膚を載せ、1．5　mしのレセプター液を充填したNetwellTMをCO2

インキュベーター（37℃）に移した。約30分間プレインキュベートした後、薬物溶液50

pLを皮膚に接着したリング内（面積：2．O　cm2）に添加した。薬物添加後1，5，および24

時間に、皮膚表面の薬物溶液を綿棒でふき取り回収した。さらに、レセプター液およ

び皮膚を回収した。透過実験を24時間続ける場合は、薬液添加後3，6，8，20および

24時間に、1．OmLのレセプター液を採取し、採取後にレセプター液体積が一定となる

ように新鮮なレセプター液1．OmLを補充した。

　Calcipotriolを用いた透過実験の場合、16　m．g（体積：O．O18　cm3）のcalcipotrio1軟

膏を皮膚表面（面積：2．Ocm2）に塗布した。軟膏塗布1，4，7，および24時間後に、綿

棒で皮膚表面の軟膏をふき取り回収し、さらに、皮膚およびレセプター液を回収した。

透過実験を24時間続ける場合は、薬液添加後2，4，6，8，20および24時間に、1．OmL

のレセプター液を採取し、採取後にレセプター液体積が一定となるように新鮮なレセ

プター液1．OmLを補充した。

　i回目のサンプリング時点までの累積薬物透過量（9R）は、次式で算出した。

　　　　　　トエ
9、，　一　Ci・V＋ΣCパv　（ρR－Clヴwhen　l－1）

　　　　　　k・・1

ここで、Ciはi回目のサンプリング時におけるレセプター液中薬物濃度を表す。　Vおよ

びvは、それぞれレセプター液総体積（1．5mL）およびサンプリング体積（1．O　mL）を表

す。

3．サンプル測定

（1）基剤中薬物量

　基丸山薬物は、以下のi操作で測定した。10mしのmethanolを綿棒に加えて振とう

した。次いで、20－2000μしのmethanol抽出液に対し、　Table　5に示した内標準物質

20匹およびサンプル溶媒125μLを加えてHPLCサンプルとした。　H：PLC分析システ
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ムは、ポンプ（LC－10ADvp；Shimaxu　Co．）、UV検出器（SPD－10Avp；Shimadzu　Co。）、

蛍光検出器（L・一7480；Hitachi，　Ltd．，　Tokyo，　Japan）および分析カラム（Table　5）で構…成し

た。HPLC分析条件をTable　5に示す。　Calcipotriolは、第2編に記載した方法でサン

プル処理し、測定した。

（2）レセプター液中薬物濃度

　レセプター液中薬物量は、以下の操作で測定した。lbuprofen，　caffeine，

p－hydroxybenzoic　acid，5－fiuorouraci1およびdl－propraRolo1の場合、内標準物質溶液

20μしおよび抽出溶媒を20－500μしのレセプター液に加え、混合した後、混合液を

遠心（3000rpm，10　min）した。遠心後、有機層を回収し、窒素気流下溶媒を留去した。

残渣にサンプル溶媒125μLを加えて、HPLCサンプルを得た。上述の抽出溶媒、サ

ンプル溶媒等の抽出条件をTable　6にまとめる。　Nicotinic　acid，　ethyl　nicotinateおよび

salicylic　acidの場合、レセプター液100μしに対し、内標準物質溶液20μしおよびサ

ンプル溶媒125μLを加えて混合し、混合液を遠心（3000rpm，10　min）した。遠心上

清を回収し、HPLCサンプルとした。得られたHPLCサンプルの分析は、先に示した

基剤と同様の方法により行った。Calcipotriolは、第2編に記載した方法で、サンプル

処理し、測定した。
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刈
O

T我bRe　5． HPLC　methods　for　determination　of　drug　concentration

Compound Mobile　phase Analytical

colui’nia

Flow　rate

（mL／mill）

Column　oven

　　　（oC）

Detection　（mn） Sample　solvent 撤ernal

s重andard

Nicotitaic　acid

Caffeine　（C　F）

Salicylic　acid

p一一Hydroxybenzoic

acid　（p一一HBA）

5－Fluorouracil

dl－Propranolol　HCI

Ibuprofen，

Ethyl　Rico｛inate

MC903

　　　　　　　　　　AIB　＝：　1：9．　vfv
　　　　　　　　　　　　　　　　　？

　　　　　　　　　　A／C　＝：　9：91．　v／v

　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　　A／C篇9：9韮．v／v

　　　　　　　　　　AIC　ex　9］91，　v／v

　　Mobile　phase　a：　A，　mobile　phase　b：　D，

　gradient：　bO／o　＝＝　l　OO　（O－6　min），　bO／e　”＝　85

　　（6－16tllill），1）9そ）＝垂00（夏6－25　m重B）

　　　　　　　　　　AIE　＝　1：3，　v／v

Mobile　phase　a：　A，　mobile　phase　bi　F，

gradient：　bO／o　：75040　（O－lO　mi！a），　bO／e　＝

40　（IO－15　min），　be／）　：75　（15－25　min）

　　　　　　　GIHII　：135：8：2，　v／v／v

A勲m短OC

B1
1m㎏OC

Bnm掘OC

Bnm㎞OC

Bnn……01C

B鑓m㎞OC

Bam㎞OC

Colmnn　C

翌
豆
田

2

04

04

04

A韮nbie妻lt

U　V：　260

UV：　260

U　Vi　270

UV：　260

　　　　UVi　260

　　　Fluoresceiace：

入ex　u・＝285，入em　　：340

　　UV：　220　（IB），

　　U　Vi　260　（E　N）

　　　　　UV：　265

Mobile　phase

Mobile　phase

Mobile　phase

Mobile　phase

beas凶e曲M

e鎚凶C面M

V／V
l
，韮譜F／A

Mobile　phase

150　ptg／mL

　　　CF

　50　pg／inL

　p－HBA

嚢50Ptg／1γ隆L

　　　CF

lsOFtg／inL

　　　CF

　50＃g／置nL

　p一一1一一IBA

No重used

150　pg／mL

testosterone

　Notし韮scd

A：　acetoiaitrile，　B：　I　O　mM　Nal－IPO4　（pH　7．0）　coiitainiiag　l　e　mM　tetra“一butylammonium　phosphate，　C：　I　O　mM　ammoi3ium　acetate一一acetic　acid　（pl一’1　4．0），　D：　I　O　mM　Nal－IPO4　（pH　3．0），

E：　20　mM　KI”IPO4　（plmul　4．6），　F：　I　O　mM　NaHPO4，　（pl－1　4．0），　G：　n－hexane，　1－1：　iso－propanol，　1：　methanol，　Column　A：　CAPCEI．．一L　PAK　C　I　8　（4．6　×150　mm，　Shiseido　Co．　Ltd．，　rl”okyo，

Japan），　Column　B：　Develosil　C30－UG－5　（4．6　×　150　mm，　Nomura　Chemical　Co．　Ltd．，　Aichi，　Japan），　Column　C：　YMC一一Pack　SIL　A一一〇〇4　（4．6　×　300　mm，　YMC　Co．　Ltd．，　Kyoto，　Japan）．



MabEe　6．　Extraction　methods　for　receptor　fiuid　samples

Compound
Sample　volume

　　（mL）

Extraction　soliition　or　solvent

Aqueous Organic

　　Ibuprofen

　　Caffeine，

p－Hydroxybenzoic　acid

　　5－Fluoruracil

　dl－Propranolol　HCI

05

0．5

0．5

0．02

Not　used

　B

　B

　D
A：　2　mL　of　diethyl　ether，　B：　20　ptL　of　50／e　（v／v）　phospholic　acid，　C：　2　mL　of　1－propanol／diethy

ether　（16：84，　v／v），　D：　200　pL　of　water　aRd　200　ptL　of　O．1　M　KHPO4　（pH　4．0）　saturated　with

sa薮ne．

（3）皮膚中薬物濃度

　皮膚中薬物量を次の手順で測定した。まず、皮膚に20mしの70％（v／v）methaRo1

を加えてホモジナイズした。ホモジネート上清を回収した後、残漬に対して同様の操作

を施し、上清を回収した。得られた皮膚抽出液量をメスシリンダーで計量した。その後、

皮膚抽出液50－1000μ：Lをとり、窒素気流下溶媒を留去した。その後は、レセプター

液と同様の操作で処理し、HPLCあるいはLC－MS／MSで分析した。　Ethyl　nicotinate

の場合は、皮膚を20mしの50％（v／v）acetonitrile中でホモジナイズした。得られた皮

膚抽出液から400PtLを採取し、内標準物質溶液20匹を加えてHPLC分析した。

HPLCおよびLC－MS／MS分析法は、レセプター液分析と同様の方法を用いた。
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第2節薬物皮膚透過プロフィールの分析

1．理論

　薬物皮膚透過プロフィールの解析は、第1編、第1章に記載した方法塁で実施した。

すなわち、薬物のin　vitro皮膚透過性を表現するのに、皮膚中代謝を考慮した

two－layer　skin　modelを禾1」廻した。このモデルでは次のことを仮定した。1）翌暁中で

の薬物の瞬時拡散およびfinite　de　se条件、2）皮膚は性質の異なる2種類の均質な層、

すなわち、角層（SC）およびVEDで構成される、3）薬物はVED中でのみ代謝され、

その速度は1次速度定数で表現される、4）レセプター液におけるsink条件。

　薬物の皮膚透過を次のパラメータを用いて表現した：角層中拡散係数（Dsc）、

VED中拡散係数（Dvw）、VED／基剤問分配係数（KvEDfv）、VED／SC間分配係数

（KvED／sc）、SC／基剤問分配係数（Ksc／v）、および皮膚中代謝速度定数（kms）。KvED／sc

は、KvED／v／Ksc／vと等価であると定義した。　SC厚み（Lsc）およびVED厚み（LvED）は、

それぞれ0．OOI　cmおよび0．1cmであると仮定した。

2。皮膚透過パラメータの算出

　例数3の実験で得た基剤中薬物量（9v）、皮膚中薬物量（2s）および累積透過薬物

量（9R）の平均値を算出した。得られた値と、それに対応する拡散モデル式に基づい

て算出したシミュレーション値との当てはめ計算を、Exce1上で動作する非線形最小二

乗法プログラムMULTI笈を用いて実行した。まず、　stripped　skin透過実験データを解

析し、KvED／v、　DvED、および㌔、を算出した。次いで、　fu11－thickness　skin透過実験デー

タを解析したが、そのとき、先の解析で得たパラメータ（KVEDIVおよびDVED）を固定値と

して使用し、Ksc／v、　KvED／sc（瓢κvED／v／Ksciv）を算出し、さらに、編、を再算出した。　VED

はtape－strippingにより損傷を受けていると考えられるため、stripped　skinではなく

fu11－thickness　skinの解析で再算出した代謝速度定数を正式な値として採用した。な

お、in　vitro皮膚透過実験系からの未変化体総回収率（9V，（2S，および9Rの合計）が
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90％以上のときは、皮膚中代謝は起きていないとみなし、km、＝0とし、9vおよび9Rの

みをデータ解析に使用した。

　シミュレーション値と実測値との非線形最小二乗法解析では、重み付けを1／yとし

た。SCを介してのVED透過係数は次式で表した。

　　　　K’T一’一tc…一　’D

　　　　　　　　　圧D　　　　　l7ゴZ）／S（Pr，rflD／sC　”＝

　　　　　　Llrfff）

3．薬物の物理化学的パラメータの算出

　オクタノールー水分配係数（log　K。／w）は、EPI　SuiteTM　Ver．3．2．　software（US

Environmental　Protection　Agency，　Washington，　DC，　USA）のデータベースから入手し

た。予測オクタノールー水分配係数（log　K。／w　p，ed）は、Pallas　2．O　software

（CompuDrug）で算出した。水素結合アクセプター数（HBA）および水素結合ドナー数

（HBD）はQMPR　plusTM　ver　4．o　software（Simula重ion　Plus，　Inc．，　Lancaster，　CA，　uSA）

で算出した。
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第3節結果

1．薬物の物理化学的パラメータ

　　被験物質の物理化学的パラメータをTable　7に示す。　MWは123．1－418．6の範囲

であり、10g　K。／w（あるいはlog　1（。／w，　p，ed）は一〇．89－5．34の範囲であった。　HBDおよ

びHBAは、それぞれ0－3および2－4の範囲であった。

Tablie　7．　Physicochemical　properties　of　test　compounds

Compound 肇09ノ（o、，・ IOg　Ko　it，，　pred MW HBD HBA

Maxacalcitol　（OCT）

Calcipetriol

Nicotinic　acid

Salicylic　acid

Ibuprofen

p－Hydroxybenzoic　acid

Ethyl　nicotinate

5－Fluorouracil

dl－PropraRolol

Caf艶ine

6含
」0

622

79今
，

851

26
づ

一

980

84今
」

700

457

5．34

16814

06214

至16
0

つ
白1

2
1
．8今

，
1

92602

218殉
⊃

1

71至51

8003重

5今
⊃95

つ
θ

9」49韮

4

う
，

凸
，

6
5

2

今
，

今
，

2

今
，

δ
，

log　1（。ノw：ocatanol－water　partition　coefifrlcient　obtained　fi’om癒e　database　in　EPI　S嘘eTM　Ver．

3．2　software，　log　Kofw，　pred：　log　Kof・．　estimated　usiRg　Pallas　2．0　software．　MW：　molecular

weight，　HBD：　hydregefi　bond　doRor　Rumber，　HBA：　hydrogen　bond　acceptor　number，　一：　Not

de重ermi稔ed．
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2．薬物のin・vitroラット皮膚透過性

　薬物のln　vitroラット皮膚透過プロフィールをFig．18に示す。　Full－thickness　skin

およびstripped　skinに薬物溶液あるいは軟膏を添加後24時間における、基剤中薬物

量は次の通りであった：caffeine（92．8％，2．8％）、nicotinic　acid（80．6％，8．0％）、

p一一hydroxybenzoic　acid　（78．80／e，　O．20／o）．　salicylic　acid　（34．6e／e，　O．50／e）．5－fiuorouracil

（89．10／e，　18．50／e）．　ibuprofen　（4．70／o，　2．7e／o）．　dl－propranolol　（90．40／e，　21．4e／o）．　ethyl

nicotinate（1．9％，0．1％以下）、およびcalcipotriol（63．1％，21．4％）。　Full－thic㎞ess　skin

およびstripped　skinに薬物溶液あるいは軟膏を添加後24時間における、累積透過量

は次の通りであった：caffeine（8．Oe／e，108．8％）、nicotinic　acid（6．1％，98．7％）、

p－hydroxybenzoic　acid　（5．le／e，　95．90／o）．　salicylic　acid　（37．90／e，　91．5e／o）．　5－fluorouracil

（O．30／o，　70．70／e）．　ibuprofen　（84．90／o，　99．7e／o）．　dl－propranolol　（1．Oe／o，　62．2e／o）．　ethyl

nicotinate（0．1％，0．1％）、およびcalcipotriol（05％，6．5％）。　Ethyl　nicotinateを除けば、

角層除去により、基剤中薬物残量は減少し、累積透過量は増加した。Ibuprofenと

Calcipotriolの累積透過量は、角層除去により増加したが、その増加率は他の化合物

と比べて僅かであった。

　本試験により、角層除去により累積透過量が増加し、基華中薬物残存量が減少す

るという結果が得られたが、このことは、角層がこれら化合物の透過障壁として働くこと

を示唆している。
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（
Φ
の
。
℃
↑
o
雰
）

Φ
〉
嶋
駕
3
ε
⇒
O

1．5

　1

0．5

　0

MC903

M．as

　　　　O　8　16　24

　　　　　MC903
A　G20
0

80

S0

0

の
。
ε
o
承
）

δ
G
O
O 0　　　8

MC903

rt　6　24

3
（
∠
圃
一
∩
V

（
U
◎
（
U
ハ
U

40

R0

Q0

P0

0

（
Φ
の
○
ε
o
承
）

　
　
ζ
ユ
の

O　8　16　24
　　Time　（h）

120

80

40

　0

EN

o

gN

8 36　24

5
∩
V
5
∩
）

1
　1

NA
5
0
だ
Q
O

1
　1

G20

80

40

　0

o

o

EN

8 G6　24

NA

8

8
6
4
2
0

t6 24

CF

120

80

40

　C

o

o

CF

O　8　36　24
　　Tirne　（h）

8 t6 24

8　G6　24
Time　（h）

o 8　16　24
Tirrie　〈h）
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Fig．　g　8．　（CentiRued）．

p－HBA：　p－hy，droxybenzoic　acid，　FU：　5－fluorouracil，　PL：　dl－propranolol　hydrochleride，

IB：　ibuprefen，　SA：　salicylic　acid．
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3．薬物皮膚透過性の拡散モデルに基づいた解析

　In　vltroラット皮膚透過実験系からの未変化体回収率（基剤、皮膚中薬物量および

累積透過薬物量の合計）をTable　8に示す。　Stripped　skinを用いた実験において、

ethyl　nicotinateおよびcalcipotrio1を添加後24時間の回収率は、それぞれO．1およ

び47．4％であった。Ethyl　nicotinateの皮膚透過実験では、代謝物であるnicotinic　acid

も測定しており、ethyl　nicotinateとaicotinic　acidのstripped　skin透過実験系からの回

収率の合計は、薬液添加後24時問において96．5±3．2％であった。Ethyl　nicotinateは

皮膚中で代謝されてnicotinic　acidが生成することが報告されており並、実験系からの

ethyl　nicotinate回収率が低いのは、皮膚中代謝によるものと考えられた。　Calcipotriol

の実験系からの回収率もまた低かったが、次の事実は、低回収率が主として代謝によ

ることを示唆する。1）calcipotrielはレセプター液中で安定である、2）［3H］calcipotriolを

用いてcalcipotriolの皮膚からの抽出実験をした結果、93％が皮膚抽出下中に回収さ

れた、3）calcipotriolは皮膚中で代謝されることが報告されているユエ。その他の化合

物の回収率は全て90％以上（Table　8）であった。したがって、　ethyl　nicotinateおよび

calcipotriolを除く化合物の皮膚透過パラメータを算出する場合は、皮膚中代謝速度

定数編、を0と定義した。

　Two－1ayer　skin　mode1に基づいて、実測値とシミュレーション値とのcurve　fttingを実

行したところ、シミュレーション値とそれに対応する実測値とは良く一致した（Fig．18）。

このことは、本試験で用いた拡散モデルが、被験物質の皮膚透過性を表現するのに

適していることを示唆し、また、皮膚状態が実験中に変化しなかったことを示唆する。

解析により得られた皮膚透過パラメータをTable　9に示す。第2章で求めた

Maxacalcito1（OCT）の皮膚透過パラメータも、本研究で求めたパラメータのデータセッ

トに加えた。
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TabRe　8．　Recovery　of　unchanged　drug　from　the　experimental　system　at　24　h　after

application

Compo撒d 　　Recovery　from

stripped　skin　system

　　　（e／e　ofdose）

　　　　Recovery　from

full－thickness　skiR　system

　　　　　（o／o　ofdose）

Calciponiel

Nicotinic　acid　（NA）

Salicyl，ic　acid

p－Hydroxybenzoic　acid

5－Fluorouracil

dl－Propranolol　HCI

Ibuprofen

Ethyl　nicotinate　（EN）

　　　　　　　　　　　　＊
EN　（EN＋NA）

Caffeine

58．6土玉4．5

109．0　±　135

　94．3士0．3

99．6　±　1．7

93．5　±　3．4

98．7　±　3．8

1049　±　7．8

0．玉±0．2

　96．5土3．2

1至4．6土0。6

78．2　±　lO．S

98．4土1．9

　93．6　±　2．4

96．9　1　1．6

　92．5＝とし3

97．2　1　1．5

　98．1土3．9

　2．2　lt　1．7

　84．9　±　3．O

IO6．9　±　12．2

Data　are　expressed　as　mean　±　SD　of　three　experimefits．　＊：

EN　aRd　regenerated　NA　after　application　of　EN．

The　recovery　of　the　sum　of
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Table　9．　ln　vltro　rat　skiR　permeation　parameters　based　on　a　twe－layer　diffusion　model

Compound Vehicle　KvEDiv　Ksciv

type　（x　lo一’）

κVED／SC

　　の（×至0つ

Dsc

（×　lo－8

cm2／h）

DvED　krns
（×lo－4　（／h）

cm2／h）

Maxacalcitol

（OCT）＊

Calcipetriol

NicotiRic　acid

Salicylic　acid

Ibuprofen

p－Hydroxybenzojc

acid

Ethyl　nicotinate

5－Fluorouracil

dl一一Propranelo｝　HCI

Caffeine

OintmeRt

Ointme耐

PG／water

PG／water

PG／water

PG／water

PG／water

PG／water

PG／water

PG／water

6．04

1．96

2．34

4．96

7．62

3．50

O．399

1．32

5．27

2．Il

ll．6

222

0（
⊃

8

う
，

92

2Lう
，

1董9

1．70

9．8　1

5．1　5

0．971

5．23

8．85

2．82

1．69

2．44

3．84

2．34

1．34

璽O．2

21．7

7．45

1e．0

1．85

3．80

14．2

1．54

320

050玉

1．17

藁0．0

4．04　O．341

O．971

24．8

23．7

13．6

16．6

37．1

14．2

4．85

28．7

e．232

22．6

一：　Not　calcglated．　＊：　Data　from　a　previous　study　（re£　46）．

4．化合物物性と皮膚透過パラメータとの相関解析

　甲骨は皮膚透過性に影響を与える因子であることが知られている。また、基剤組成

によって、基剤から皮膚への薬物分配性が変化することが報告されている並箆。基剤

の影響を受けないQSPRを構築する上で、基剤によって容易に変化しない皮膚透過

パラメータを選択することが重要であり、本研究では、その要件を満たすパラメータで

あるDSCおよびDVEDについて、化合物物性との関係を解析した。その結果、次の回帰

式が得られた。

　log　Dsc：O．285×log　Kof．一〇．674×HBD－6．81　（n：IO，　r：O．782，p〈O．05）

　log　DvED　＝　一〇．0715　×　（log　K．／．）2　＋　O．142　xleg　K．i，，・　一　2．63

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（n　nc　10，　r　＝　O．930，p　〈　O．Ol）
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　皮膚透過パラメータ（Dsc，　DvED，．PvED／sc）の対数値と薬物脂溶性（log　K，。／w）との関係

をFig．19に示す。　log　Dsc値とlog　K。／wとの問には相関性は認められなかった（Fig．

19A）。しかしながら、　HBAを用いずにHBDとlogκ。／wとを利用することで、　log　Dsc値

の良好な回帰式を得ることができた（Fig．20）。log　DvED値は、　log　K。／w＜2のときは一

定値を示したが、10g　K，。／w＞2のときは、脂溶性増加に伴い低下した（Fig。19B）。

　PvED／sc←KvED／sc・DvED／LvED）はSCを介したVED透過係数であり、薬物の

full－thickness　skin透過性に対するVEDの影響を予測するときに有用なパラメータで

ある。そこで、このパラメータと物性との相関を解析した。PvEDISCとIOg　K。／wとは、10g

K。／w＞0のとき、2次関数式で表現された。そして、log　K。／w＜0の化合物である

5・・fiuorouraci1およびcaffeineを除いた8化合物の値を用いることにより、次の回帰式を

得た。

log　PvEDisc　＝：　一〇．0486　×　（log　Kofw）2　＋　O．112　×　log　K，i．　一3．21

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（n　＝　8，　r＝　O．955，p　〈　O．Ol）
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第4節考察

　本実験では、下剤組成の1つとしてPGを使用しているが、PGは経皮吸収促進剤と

して知られており、被験物質の透過fluxを変化させた可能性がある。本研究で用いた

拡散モデルに基づいて考えると、経皮吸収促進剤の効果は、みかけの角層中拡散係

数（DSC）の変化あるいはみかけの角層／基剤間分配係数（KSC／V）の変化として現れると

思われる。Diesらは、PGの吸収促進モードは拡散係数ではなく分配係数の変化とし

て現れることを報告している量。したがって、本研究において、PGの作用はDscではな

くKsc／vの変化として現れると思われる。　Ksc／v値がPGの影響を受けている可能性があ

ること、また、本研究では2種類の吟興（PG／waterおよび軟膏）を用いており、Ksc／vは

配剤の影響を受けやすいことから、本研究では、KSCivと化合物物性との関係は考察し

なかった。

　log　Dsc値は、log　K。／wと水素結合ドナー数との混合関数で表現された。

dl－propranolo1のDsc値は、その脂溶性からすると低い値であった。本研究では、

dl－propranolo1　hydrochlorideを使用したため、基剤中でdl－propranolo1はイオン形で存

在していた可能性がある。これが、fUl11－thic㎞ess　skinにおける低い透過性および低い

Dsc値の原因かもしれない。角層中での薬物の主たる移動経路は、おそらく細胞間隙

だと思われる艶。角質細胞間隙の大部分は脂溶性であり、極性ルートは限られている。

脂溶性と分子サイズが、角層中での拡散性を決める重要な因子である。脂溶性と分子

サイズとを考慮して、Mitragotriは4つの拡散ルート（角質脂質二重層内の

free－volume拡散、脂質二重層に沿った側方拡散、脂質二重層内の極性pore中拡散、

および毛穴等のshunt内拡散）の寄与を提唱した盤。本研究で用いた化合物群は、10g

K。／wが一〇．89～5．34の低分子（MW：123．1－418．6）であり、Mitragotriの理論に従うと、

被験物質の中でも高脂溶性の低分子薬物は、連続した脂質二重営門のfree－volume

（脂溶性ルート）を拡散し、親水性の低分子薬物は断続したpore（極性ルート）を拡散

すると思われる。いずれのルートにおいても、分子サイズが大きくなると拡散係数は低
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下するが、本研究で用いた化合物の角層中拡散係数は、分子サイズではなく、薬物

脂溶性により決まる拡散ルートの利用率によって決定された可能性がある。HBD数の

増加によりDsc値が低下する傾向が認められたが、これは角層脂質と薬物との水素結

合に基づく相互作用の影響かもしれない。Dsc値に対するHBAの寄与についても評

価したが、関連性は見出されなかった。

　DvED値は10g　K，。／w＜2のとき一定であったが、　log　K，。／w＞2のときはlog　K。／wの増加

によりDvED値は低下した。　Crossら竺とMagnussonら亙は、定常状態におけるin・vitTo

皮膚透過速度と皮膚中薬物量とを用いて、ヒト皮膚中での薬物の相対的拡散係数を

算出している。彼らは、アルコール類（log　K。／w：一〇．19－4．06）とステロイド類（log　K。／w：

1．43－4．04）とのいずれについても、脂溶性の上昇により、真皮中での相対的拡散係数

が低下することを明らかにした。この知見は、本研究結果と類似する。仮に、薬物と皮

膚構成成分との問に相互作用が無ければ、拡散係数は脂溶性よりは分子サイズの影

響を受けるに違いない。しかしながら、彼らが用いたステロイド化合物では、分子量と

拡散係数との問に相関は認められていない。このことから、脂溶性薬物が真皮構成成

分と相互作用することが示唆される。Crossらはまた、ヒト表皮膜においても、脂溶性と

拡散性との間に同様の関係を見出している豊。このことは、親水性の高い表皮下層

（viable　epide㎜is）と薬物との間に相互作用が生じている可能性を示唆するものである。

よって、本研究で観測された高脂溶性薬物のVED中での低拡散性は、　VED構成成

分（血管外アルブミン、皮膚タンパク、および皮膚脂質）に対する薬物の結合に起因す

る可能性がある。

　分配係数KVEDISCもまた、薬物の皮膚透過制御因子であり、基剤の影響を受けにく

いパラメータである。本研究では、このパラメータと化合物物性との関係を評価したが、

いかなる物性パラメータとの問にも相関関係は認められなかった。前述したように薬物

のVED中拡散係数がVED組織成分との結合の影響を受けるであろうことを考慮する

と、KVEDISCもまた組織結合の影響を受けることが予想され、そして、10g　K。／wの上昇に
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よりKvED／scは上昇することが予想される。しかしながら、　KvED／scと10g　K。／wとの問には

関連性が見出されなかった。このことは、角層からVEDへの薬物分配が、VEDとの組

織結合のみならず、親油性層（角層）から親水性層（VED）への単純な分配によって決

定されることを示唆する。

　log　K。／w＜0の親水性化合物は例外であったものの、PvED／scとlog　K。／wとの問に2

次関数式の関係が認められた（Fig．19B）。10gK。／w＞1のとき、10gK。／wの上昇に伴い、

　　　　　　　　　　　　　　　　　κ｝万D／5c・Dl　7鉱）
PVED／SCは低下した。　PVED／SCは数式　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　と等価である。言い換えると、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L｝．7Sf）

KVED／SCはPVED／SCの構成成分である。1KVED／SCとIOg　K。／wとの間に相関が認められなか

ったにもかかわらず、PVEDISCはIOg　K。／wと良好に相関した。これは、　PVEDfSCの構成成

分であるDVEDの影響によると考えられる。何故なら、DVEDは10g　K。／wと良好に相関す

る。log　K。ノw＜0のとき、PvEDfscは10g　K。ノwとの相関性が無くなったが、これは、そのよ

うな高極性域では、DvεD値はほぼ一定値であり、pvED／sc値は主としてKvED／scの違い

によって変化するためと思われた。広範囲の10gκ。／wで、　vED透過係数のQsPRを導

出するには、KVED／SCと化合物物性との関係についての研究が必要と思われる。

　10g　K。ノwに対するfull－thickness　skin透過性の関係が2次関数で表されることが報告

されてきた算盤鉦。log　K。／wに対する角層中拡散係数とVED中拡散係数の対照的な

関係により、そのような2次関数の関係が得られることが、本研究結果から推察される。

そこで、皮膚透過性に対する角層とVEDの影響を評価するため、PvEDISCとDscの回

帰式を用いて、シミュレーション実験を実施した。Full－thic㎞ess　skin透過係数（Pfull）

は次式で算出した。

　1　　1　　　1
　ユ　チ　　　　
Rf，，“　君，c　PmD

　　　　　　　　　　　　　　　　　　K　　．・D
　　　　　　　　　　　　　　　　　　l”EDfl・ここで、PvEDはVED透過係数を表し、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1’　”El）と等価である。　Ksc／v＝1と仮定
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　LrL’D
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すると、κVED／V（＝κV£DISC・κSCIV）はKVEDISCと等しくなり、次式が得られる。

　1　　1　　　1
　ぽ　ナRfi，ll　Psc　君㎜／sc

　Ksc／v　・・　1およびHBD…　Oを仮定し、さらに、幾つかのVED厚み（100，　200，300，500，

および1000　pm）を仮定して、　log　K。／wが0から5の範囲で、　PscおよびPvEDを算出し

た。Pf。llのシミュレーション値をFig．21に示す。　log　K。／wとPMとの問に2次関数で示さ

れる関係が認められた。VED厚みが100，　200，300，500および1000　pmと仮定したと

きの．Pfull値は、　log　Ko／w値がそれぞれ4．2，　3．8，3．5，3．2および2．8のときに最大となっ

た。VED中拡散距離が長くなるにつれて、最大Pfull値を与えるlog　K。／wは低下してい

った。これまでに、in　vitro皮膚透過係数が最大値を示すときのlog　K。／wについて異な

る値が報告されてきている。例えば、10g　K，。／wが3一一4鎚、一〇．8塁、あるいは3．4旦であった

りする。今回のシミュレーション実験から、in　vitro透過実験に用いる皮膚の厚みにより

皮膚透過速度が最大になるlog　K。／wが変化することが示唆された。また、水溶性薬物

はVED中拡散係数が大きいため、皮膚厚みが皮膚透過速度に影響しにくいことが示

唆された（Fig．21）。真皮に存在する毛細血管からの薬物クリアランスを考慮すると、　in

vivo吸収を再現するのに適した皮膚厚みは200卿程度登と考えられる。したがって、

VED厚みを200μmと仮定したPfullシミュレーション値がin・vlvo皮膚透過係数を最も

良く反映しているものと思われる。

　ここで、full－thickness　skin中拡散係数（Df。ll）について考えてみる。

馬≒無あり・今回のシミaUwwii　g）／ではKSCiD　一　1およびLfull　＝1…

μm＝0．1cmと仮定した。したがって、Df、ll＝Pf。ll／10と表すことができる。

このことは、今回のシミュレーション条件下では、full－thickness　skin中拡散係数は、

Pf。llの1／10倍の値を示すことを意味しており、Df。ll値もまた、ある脂溶性のときに極大

値を示し、高脂溶性域では脂溶性増加とともにDf。llは低下することを示している。この
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事実は、第2、編で高脂溶性薬物であるビタミンD3誘導体の脂溶性とfull－thickness

skin中拡散係数との間に負の相関が認められた結果堅を支持する。

　脂溶性薬物のin　vitro皮膚透過速度は、表皮膜を用いた場合はin　viVOよりも過大

評価され、fu11－thickness　skinを用いた場合は過小評価されることが報告されてきた±7・

丑墨鍾。この事実は、脂溶性薬物のln・vivo皮膚透過性をln・vitro実験から予測する場

合、表皮層だけでなく真皮も考慮する必要があることを示唆しており、また、

fu11－thickness　skinの厚みは、　in　vivo皮膚透過速度を予測するには厚すぎることを示

唆している。本研究では、∫ηv∫吻疏卿。相関を評価しなかったが、本研究で展開した

ようなVED厚みを考慮したシミュレーション手法は、　in・vitro－ln　vlvo間の薬物透過速度

の違いを補正するときに有用と思われる。

1
i
2書1

．o　o．8

卓
こ～0・6

ミ0・4

q　o．2

　　0
o 1 2　　　3

10g　K．i．

4

100　ym

200　pm

300　pm

500　ym

GOOO　prn

5

Kg．　2　i．　Relationship　between　full－thickness　skin　permeability　and　lipophilicity，

assuming　several　thickness　of　VED．　Pfui｝　was　calculated　usiRg　the　regressien　eqv｝ations

of　log　Dsc　and　log　PvEDisc，　assuming　HBD　＝　O　and　Ksciv　＝＝　1．　The　intact　length　of

full－thickness　skin　was　1000　ptm．

88



第5節小括

　薬物の脂溶性増加に伴い、角層中拡散係数は上昇した。それとは対照的に、log

K。／w＞2のとき、脂溶性増加に伴い、VED中拡散係数は低下した。このことは、　VED

が脂溶性薬物にとって透過しにくい層であることを示唆する。薬物の脂溶性は、角層

中拡散性とVED中拡散性に対し、異なる様式で影響すると考えられた。言い換えると、

薬物脂溶性は、角層中では拡散経路（連続した脂溶性ルートあるいは断続した極性

ルート）の利用率を変化させ、VED中では皮膚構成成分（血管外アルブミン、皮膚タ

ンパク、および皮膚脂質）との相互作用を変化させる可能性がある。その結果として、

薬物の角層およびVED中における見かけの拡散係数が変化すると考えられる。本研

究では、分子サイズは皮膚中拡散性にとって重要ではないように見えたが、これは、

試験に用いた薬物が低分子（MW：123．1418．6）であったことに起因すると思われる。

　これまでのQSPR解析では、主に薬物の角層透過性に関心が寄せられてきた。本

研究で実施したようなVEDを考慮したQSPR解析は、薬物の皮膚透過性の全体像を

理解する上で重要である。今回のQSPR手法をさらに発展させることで、物理化学的

性質からの上卿。皮膚透過予測が可能になると思われる。

　本研究では、試料の入手しやすさを考慮して、ラット摘出皮膚を試験に用いた。相

対的に脂溶性が高い角層と、極性が高いVEDとから構成されるという点で、ラット皮膚

はヒト皮膚と形態学的に類似している。したがって、本試験で得られた知見は、ラットの

みならず、ヒトに対しても適用できると考えられる。

　第2編において、副作用が軽減されたビタミンD3新規誘導体、　SMD－429のin・vitro

皮膚透過性を評価し、その皮膚透過性が低いことが、副作用軽減に寄与する可能性

を示した。SMD－429の皮膚透過性が低いのは、脂溶性の高さに起因することが示唆さ

れた。本稿では、脂溶性の異なる化合物群を用いて、その皮膚透過性の特徴を評価

した。その結果、脂溶性が高くなることで、見かけのVED中拡散係数が低下し、それ

により皮膚透過性が低下することが示された。この皮膚の性質を利用することで、乾癬
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外用治療を目的としたビタミンD3誘導体を開発する場合、高脂溶性に分子設計するこ

とで、副作用が軽減できる可能性がある。この概念は、乾癬治療薬のみならず、皮膚

を標的臓器とする外用治療薬を開発する際に、副作用軽減を図る上で留意すべき重

要な知見である。
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結論

　皮膚を標的臓器とするビタミンD3誘導体外用剤にとって、皮膚中濃度を高く維持す

ることは薬効持続につながり、一方で、皮膚を透過し、循環血へ移行した薬物は副作

用を引き起こす。このため、薬効に優れ、副作用が軽減された新規ビタミンD3誘導体

外用剤を開発する上で、皮膚透過を適切に制御することが重要である。皮膚透過性を

制御する方法としては、製剤学的手法および経皮吸収最適化を指向した分子設計が

あげられる。いずれの方法を用いる場合でも、薬物経皮吸収性の制御因子を明確に

することが、効率的な開発への近道と思われる。経皮吸収の制御因子を明らかにする

には、拡散モデルに基づいた解析が有効であるとの理念に基づいて、本研究を展開

した。

1．皮膚中で複雑に代謝されるMaxacalcitolの皮膚透過性解析手法の構築

　拡散モデルに基づいた解析法が数多く報告されてきたが、そのほとんどがinfinite

dose条件を仮定している。また、皮膚中代謝を受ける薬物の解析をする場合、その代

謝経路の全容が解明されている必要があり、かつ、未変化体のみならず代謝物をも測

定する必要があった。しかしながら、実用面を考えると、外用剤はfinite　doseであり、か

つ、多くの薬物にとって、その皮膚中代謝経路の全容を明らかにするのは困難である。

このため、既存の解析法は必ずしも汎用性および実用性に優れているとは言えない。

本研究では、皮膚中で未知代謝物を含む複数の代謝物へと変換されるMaxacalcitol

（OCT）の皮膚透過性を解析するため、新規の解析手法を構築した。この解析法では、

実験系からの未変化体回収率の経時的減少が皮膚中代謝に起因すると仮定し、未

変化体情報のみを利用するため、一切の代謝情報を必要としない。本解析手法は、

代謝情報を必要としないことから、代謝経路が複雑なため既存法では解析できなかっ

た薬物の皮膚透過性解析や、代謝研究が進んでいない創薬初期段階における薬物

透過解析において有効と思われる。
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2．軟膏組成が及ぼすMaxacalcitolのin・vityoラット皮膚透過性への影響

　MCT含量の異なる2つの軟膏（3MOおよび30MO）を用いてOCT皮膚透過性を

評価したところ、軟膏問で皮膚透過性に違いが認められた。軟膏中拡散係数を評価し

たところ、MCT含量が高い30MO軟膏の方が、拡散係数が2倍大きいことが明らかに

なった。軟膏中拡散係数が大きいことは、皮膚透過性の上昇につながるが、30MO軟

膏の皮膚透過性は3MO軟膏よりも低かった。そこで、軟膏間で皮膚透過性に違いが

生じた原因を明らかにするため、基剤中拡散を考慮した拡散モデルに基づいた解析

法を構築した。この解析法では、処方の違いにより基雪中拡散係数の他、角層中拡散

係数および皮膚／基剤問分配係数が変化することを想定した。拡散モデル解析の結果、

2つの軟膏問で角層中拡散係数に差は生じなかったが、分配係数は3MO軟膏の方

が5倍高いことが明らかになった。MCTはOCTの溶解剤であることから、　MCT含量

の低下によって軟膏中でのOCT溶解度が低下し、その結果として、皮膚への分配が

上昇したものと思われた。そして、軟膏間で生じた皮膚透過性の違いは主として、分配

係数の変化で説明できることが示された。同じ拡散モデルを用いて、基剤中拡散係数

が皮膚透過性に及ぼす影響を考察したところ、いずれの軟膏においても基剤中拡散

は、OCTの皮膚透過性に影響しないほど十分に大きいことが示唆された。

　処方設計の変更により、基剤中拡散性および皮膚／下剤間分配性が変化する可能

性がある。さらには、吸収促進作用を有する物質が処方に含まれる場合には、角層中

拡散性が変化する可能性もある。そして、これら因子の変化が複合した形で、薬物の

経皮吸収性に変化が生じる。このように、処方変更により経皮吸収が変化する背景に

は、複数の要因が複雑に絡んでいる。個々の因子については、その評価に適した試

験法により明らかにすることができ、例えば、下剤中拡散係数は放出試験により、薬物

分配係数は組織分布試験により求めることができる。しかしながら、どの因子の変化が

より強く経皮吸収性に影響するのか、あるいは、ある因子の変化が、経皮吸収性に影
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響を与えるほど重大か否かを判断するのは難しい。本研究で構築した基雪中拡散を

考慮した皮膚透過性解析法およびシミュレーション法は、処方変更により皮膚透過性

が変化した場合の要因解明に有用である。また、皮膚透過パラメータの変化が薬物透

過性に影響を及ぼすほど重大か否かを判別するのにも有効であり、劇剤中拡散係数

等の目標値を設定する際に有効利用できる。この解析法とシミュレーション法を利用

することで、処方最適化検討の効率化、特に、専掌設計された基剤開発での応用が

期待される。

3．定量的構造透過性相関解析

乾癬治療を目的としたビタミンD3新規誘導体、　SMD－429のin・vitroラット皮膚透過性

を既存薬（ocTおよびcalcipotriol）と比較した。その結果、　sMD－429の皮膚透過性は

既存薬よりも極めて低く、主として代謝物として透過することが明らかになった。

SMD－429は既存薬に比べて薬理活性が強いにもかかわらず、副作用が軽減された化

合物であるが、副作用軽減の一因として、その低い皮膚透過性が考えられた。

SMD－429の皮膚透過上の特徴を明らかにするため、拡散モデル解析を実施したとこ

ろ、その皮膚中拡散係数が既存薬よりも低いことが明らかになり、低拡散係数が低皮

膚透過性の原因と考えられた。また、SMD－429の脂溶性は既存薬よりも高く、薬物脂

溶性と皮膚中拡散係数との間には負の相関が認められた。

　化合物物性と皮膚透過性との関連性を見出すことができれば、その情報を分子設

計に落とし込むことが可能になり、副作用が軽減された外用ビタミンD3誘導体の効率

的な開発が期待できる。先に示したように、ビタミンD3誘導体の皮膚中拡散係数と脂

溶性との問に負の相関が認められた。この知見を、より詳細かつ一般的なものとするた

め、脂溶性が異なる10化合物の皮膚透過性を評価し、two－layef　skin　modelに基づい

て皮膚透過パラメータを算出し、薬物の皮膚中での振舞いを角層とVEDとに分けて

考察した。その結果、角層中拡散係数は10gK。／wと水素結合ドナー数の複合関数と
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して表現でき、脂溶性が高いほど拡散係数が大きくなることが明らかになった。一方で、

VED中拡散係数は、10gK。ノw＜2のときは一定値を示すが、10gK。ノw＞2のときは脂溶

性増加に伴い拡散係数が低下することが示された。

　角層は薬物の主たる透過障壁であることから、数多くのQSPR解析が報告がされて

きた。その一方で、角層の下に存在するVEDにおける薬物透過性については、ほと

んど研究されていない。本研究により、VEDが角層とは異なる透過障壁機能を有する

ことが示された。すなわち、角層が水溶性薬物の透過障壁として働くのに対し、VED

は高脂溶性薬物の透過障壁として働くことが示された。ビタミンD3誘導体は高脂溶性

薬物であることから、VEDの影響を受けやすいと思われる。その結果として、ビタミン

D3誘導体の脂溶性と皮膚中拡散係数との問に負の相関が生じたものと思われた。こ

の脂溶性薬物に対するVEDの透過障壁機能を利用することで、全身性副作用が軽

減された外用剤の開発が可能になるであろう。

　薬物の皮膚透過制御因子として、拡散係数のほかに、角層／帯側問分配係数およ

びVED／角層分配係数が挙げられる。前者については本研究では評価対象外とし、後

者については本研究の中で化合物物物性との関連性を見出せなかった。いずれのパ

ラメータも薬物皮膚透過性にとって重要な因子であることから、これらパラメータと物性

との関連性が見出されることが期待される。
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