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緒言

　皮膚に適用する薬物は、皮膚に貯留または筋肉へ移行して薬効を発揮する局

所作用型1）と全身循環系に取り込まれて薬効を発揮する全身作用型に大別され

る。前者の代表例に、アトピー性皮膚炎に用いるタクロリムス2）や筋肉痛に用

いる非ステロイド性抗炎症薬3）がある。これら薬物の皮膚適用では、注射剤や

経口剤で投与されるよりも薬物の局所送達性が高いことが報告されており4）、

軟膏、パップ剤およびテープ剤などが皮膚適用型製剤として汎用されている。

後者は経皮治療システム（TTS）と呼ばれ、薬物の血漿中濃度の維持、肝臓で

の初回通過効果の回避、血漿中濃度上昇による副作用発現時の投与の簡便な中

断、さらにコンプライアンスの向上などのメリットを持ち5）、スコポラミンや

ニトログリセリンから製剤開発が始まった6）。最近では製剤からの薬物放出制

御により血漿中濃度を制御できるツロブテロールやフェンタニルのテープ剤が

開発され、これらはドラッグデリバリーシステム（DDS）技術のめざましい発

展にも多大な寄与をした。しかしながら、薬物の皮膚透過には皮膚の：最外層に

ある角層が高いバリアーとして機能しているため、水溶性または高分子薬物の

皮膚透過性が著しく低いことがTTSの欠点として挙げられる7・8）。そのため、

皮膚透過促進効果が高くかっ皮膚障害性が少ない投与技術の発展が期待されて

いるのが現状である。

　一般に皮膚透過促進技術は、吸収促進剤9・　lo）、プロドラッグイピリおよび複合

体形成を利用i2）した化学的促進法と、超音波を利用したソノフォレシス13）、電

気力を利用したエレクトロポレーション14’15）およびイオントフォレシス16）など

の物理的促進法に分けられる。特に近年、無題注射器17）やマイクロニードル18・

19）といった皮膚中に直接薬物を投与できる新規投与デバイスの開発が進み、

”自己投与が可能”であることや’痛みを伴わない”というメリットから経口投与

が難しくかつ経皮吸収性が低い薬物の投与方法としてこれらのデバイスが注目
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されるようになった20）。

　無針注射器は高圧で皮膚中に薬液を投与するもので、既にインスリン2りやヒ

ト成長ホルモン22）で臨床化されている。一方、マイクuニードル製剤は長さ面

面ミクロンの微細針を二次元に配置したアレイ状シート23・24）で、表面に薬液を

塗りこれを皮膚に適用して薬液を表皮内に導入する他、皮膚適用後に針自身が

溶解するものも開発されている。マイクuニードル素材は糖類25）や生分解性ポ

リマー26）が多く、微細針の作製にはnano　fabricationテクノロジーが応用されて

いる。将来的には、これらは特殊なデバイスを用いたペプチドやDNAのよう

な高分子化合物の経皮デリバリーにも利用されると考えられる27）。

　従来の物理的経皮吸収促進法は、角層の透過バリアー抵抗を低下させること

で薬物吸収を促進させている。また、無針注射器やマイクロニードルによる薬

物投与も、同様に透過バリアー抵抗を低下させる。しかし、角層よりも深部の

生きた皮膚中に直接薬物を投与することから、薬物を皮内に投与する皮内投与

法に近いと考えられる。すなわち、この投与技術は注射剤に近い投与形態であ

るため、前述した皮膚適用後の薬物動態とは大きく異なることが予想される。

そこで本研究では、直接皮内に薬物を投与できるデバイスを想定して、新規皮

内薬物投与法の有用性について評価した。

　本論文の序章では、薬物の皮内投与の有用性を評価するために、皮膚表面か

ら異なる深度の組織に薬物を投与した後の皮内近傍の薬物の局所動態および全

身吸収性を評価し、皮下、筋肉内投与および従来の皮膚適用後の薬物動態と比

較した。第1章では、薬物を皮内投与する際の投与液あるいは投与条件の影響

を調べるため、皮内投与後の薬物動態に及ぼす投与液の浸透圧および投与容積

の影響について評価した。第2章では、皮内投与後の薬物動態に及ぼす薬物分

子量の影響を評価した。また、第3章では、生体側の環境に関する因子として

皮膚中血流量に注目し、皮内投与後の薬物動態に及ぼす血管作動薬併用の影響

を評価した。以下、得られた結果を論述する。
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序章皮内投与後の薬物動態の評価28）

　　　　　　　～皮下、筋肉内投与および皮膚適用の比較～

　緒言でも述べたように、角層を回避できるデバイスを用いることにより、薬

物を直接皮膚中に投与することが可能となった。しかし、皮膚表面からの深度

が異なる投与部位の違いが、投与後の薬物の皮膚中貯留性や全身吸収性に大き

な影響を及ぼすと考えられる。すでに様々なデバイスが開発されているものの、

それらはヒトに適用することを目的として設計されているため、ラットのよう

な小動物の皮膚中に精度よく薬液を投与することは難しい。そこで本研究では、

この煩雑な投与形態を簡便にするため、デバイスの使用を想定した薬物の皮内

投与を注射により行った。

　皮内（i．・C．）投与は、主にツベルクリン反応29）やアナフィラキシー反応30）の診

断に長年用いられているが、薬物治療を目的とした投与法としてはあまり一般

的ではなく、投与した物質の皮内および全身動態に関する報告はほとんどない。

そこでまず、薬物治療に用いる皮内投与法の可能性を評価するために、皮内投

与後の薬物の組織移行性および全身吸収性について、皮膚を介した類似投与法

である皮下（s．・c．）投与、筋肉内（1．・m．）投与および皮膚適用後の挙動と比較し

た。なお、皮下投与や筋肉内投与後の薬物体内動態については古くから研究さ

れているものの3］・　32）、皮内投与後の体内動態と比較をするために、今回改めて

評価することとした。

　実験に用いた雄性ウィスターラット（300±20g）はウレタン麻酔下で腹部を

剃毛し、体温を36．5±0．5℃に維持させて実験を行った。今回用いたそれぞれの

投与法をFig．1に示す。すべての投与はラットの腹部正中線上に行った。皮内

投与では皮膚に対しほぼ平行に注射針（27G）を刺した。皮下投与では皮膚を

つまみ上げ、注射針を皮下組織まで刺した。また、筋肉内投与では注射針に、

針先の2mmが突き出るストッパーを取り付け、皮膚に対し垂直に刺した。さ
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らに皮膚適用では、テープストリッピングを20回した後に薬物を適用した。
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　モデル薬物にはサリチル酸ナトリウム（SA－Na）を選択し、薬物量62．46　pmol、

容積20μしで投与した。なお、序章では、他の類似した投与法との違いを明確

にすることを目的としたために、高薬物量（高張液）を投与して評価した。

　Fig．2にそれぞれの投与法による薬物投与後の組織中量および全身吸収量の

時問推移を示す。
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　皮内投与（Fig．2a）および皮下投与（Fig．2b）後の薬物挙動は類似しており、

皮膚中薬物量は投与後経時的に減少した。また、筋肉中量は投与初期に徐々に

増加し、約30～60分をピークに減少した。一方、筋肉内投与（Fig．2c）後の筋

肉中薬物量は投与後急激に減少し、皮膚中への直接移行は認められなかった。

これらに対し、皮膚適用（Fig．2d）後は薬物が連続的に全身循環系に吸収され、

皮膚中および筋肉中薬物量は一定時間経過後に定常状態となった。

　角層通過後の薬物動態解析は、皮膚、筋肉および全身循環系などから構成し

たマルチコンパートメントモデル33’34）を用いる方法、皮下に挿入したマイクロ

ダイアリシスを用いる方法35）、さらには寒天ゲルの皮下挿入法36）など、様々な

解析法や理論により明らかにされつつある。本論文では、組織間の薬物の移行

速度および移行経路を明確にするためにコンパートメントモデルによる解析を

行った。

　得られた局所投与後の薬物の組織量推移から解析に使用するコンパートメン

トモデルを構築した（Fig．3）。皮内および皮下投与（Fig．3a）では皮膚、筋肉、

全身（全身循環系および末梢系）から構成された。筋肉内投与では（Fig．3b）

投与部位筋肉（muscle　1）、周辺筋肉（muscle・2）、全身（全身循環系および末梢

系）から構成された。また、皮膚適用（Fig．3c）では製剤、皮膚、筋肉および

全身（全身循環系および末梢系）から構成された。
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　各組織間の速度定数は最小二乗法ソフトウェアMULTI　37）を用いて非線形最

小二乗法によりカーブフィッティング（アルゴリズム；Damping　Gauss－Newten

法）して算出した。結果をTable　1に示す。

Tab璽e畳　Pぬarmacokime重蓋。腿r蹴e重ers⑪ぼSA面恥ow蓋簸g紘，　s。・Ce蹴d孟磁瞬ec愛叢。魏

aRd　tepRcal　agepRgcatiopt　iR　eckts．

administration　route
ks－c　（min－i） ks．m（mirズ1）　　ん肝。（min－1） ノヒs（mirゴ．1）

　i．　c．　irlj　ectioR

　s．c．　injection

topical　applicatioR

4．7×IO層3

7．9×10づ

1．1×lo－i

8．2　×　1　om3

7．6xiom3

S．O　×　1　OfJ

3．4×10－2

3．7x10轄2

15×10魑2

L3×10需2

1．6×10－2

L2×10需茎

adrainistration　route　kmi一，（min－i）　k．2一，（mift－i）　lc．　i一．2（min－i）　k．（min－i）

1．m　injection 25×10曽1 1．9　×　1　omi 2．9×10－3 2．S　×　1　o－i

k，，　the　first－order　rate　constant　from　skin，　is　the　sum　of　lcs－c　and　ks－m．

lc．，　the　first－erder　rate　constant　from　muscle　1，　is　the　sum　ofkm　i－c　and　kmi－m2．

　皮内投与後の皮膚から全身へのSAの一次速度定数砿。は皮下投与のそれより

もわずかに小さく、筋肉内投与後の投与部位筋肉から全身への速度定数んml一。よ

り極めて小さいことがわかった。また、k，（k，．c＋k、．m）は皮膚からの消失速度定

数を表しているが、それに対する砿mの割合、すなわちk、．m／k，について皮膚適

用と比べると、皮内投与の方が極めて大きかった。これより皮内に投与された

薬物は筋肉へも多く移行することが分かり、薬物の全身吸収は皮膚からだけで

なく、筋肉を経由する寄与も大きいことが示唆された。

　一般に血流が多い組織に直接投与した方が全身への薬物吸収は速い。今回の

結果も血流量が多い筋肉組織（筋肉）に投与した方がSAの全身への吸収は速

IO



く、比較的血流量が少ない皮膚組織（皮膚）に投与した場合、投与部位から徐々

にSAが放出し、全身だけでなく近傍の組織（筋肉）にも移行することが示唆

された。

　次に、皮内投与後の薬物の吸収経路を確認するために、投与部位である腹部

皮膚の血流を遮断させたラットを作製した。作製したラット皮膚の模式図をFig．

4に示す。図からもわかるように、皮膚中に投与または皮膚上に適用された薬

物は、皮膚中血管から全身へ直接吸収されないため、血中で検出された薬物は

皮膚から筋肉へ移行し、筋肉中血管から吸収したものと考えることができる。

》

vX．”一“．：“．：． 、記、／、謂、ぴぴ学’、ゴrぴ　v、一tti

副◎◎dveSS⑭1

　　　　む》

αa瀟P
　　＼　　F◎rm鵬1就1◎鵬

Biooct　ve＄＄eg

晦4紬e翻量creprese賊繍⑪雌・f　c風脚蟹曲盈・・醐・W風脚ed　ecats　fi・r∴ム

瞬ect蓋。畷a）掴遡d　t曜。年三聯野帰童畷㈹。

　皮膚血流を遮断したラットにおける皮内投与および皮膚適用後の薬物の皮膚

中量、筋肉中量および全身吸収量を未処理のラットのそれと比較した。結果を

Fig．5に示す。
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　皮膚中の血流を遮断したラットへのSA皮内投与では、未処理のラットと比

較して投与後60分、120分ともSAが皮膚中に多く残存していたが、全身吸収

量はほとんど変わらなかった。しかし、皮膚中の血流を遮断したラットへの皮

膚適用では未処理ラットと比較して、皮内投与と同様に多くのSAが皮膚中に

残存したものの、全身吸収量は大きく低下した。

　これらの結果は、皮膚適用後では、薬物の大部分が皮膚中の血管から全身循

環系に移行しているのに対し、皮内投与では、皮膚だけでなく皮膚から筋肉へ

移行した薬物が、筋肉中点暗から全身循環系に移行していることを示唆してい

る。

序章では薬物を皮膚に直接投与できるデバイスを想定した投与形態としての

皮内投与の有用性を評価するため、皮膚を介した類似投与法である皮下投与、

筋肉内投与および皮膚適用後の薬物動態を比較した。

　皮内に薬物を投与した場合、皮膚中に薬液depotができ、そこから薬物が放

出される。そして、皮膚中から全身循環系に移行するだけでなく、筋肉中に移

行した薬物も全身循環系に移行していた。また、皮内投与後の全身循環系への

移行速度は遅く、皮膚や筋肉に滞留することが示唆された。さらに皮膚適用と

は、吸収（全身移行性）の経路や組織滞留性が大きく異なったことから、新規

投与デバイスによる皮内投与は物理的経皮吸収促進法とは異なった新たな投

与方法とみなした方がよいと考えられた。

　このように薬物を直接皮膚中に投与した場合の薬物動態は、Fig．6に示した4

要因のバランスで制御できると考えられた。ここで、薬物の性質とは分子量や

雷雨分配係数、投与液（溶媒）特性とは薬液の浸透圧や投与容積、投与条件と

は注射針のサイズや薬物注入速度、生体環境とは皮膚中の血流量（速度）を示

し、それら要因のバランスにより皮内投与後の薬物動態が決定されるものと考

えられた。以下に詳細な検討を行った。
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第1章　皮内投与後の薬物動態に及ぼす種々投与液の影響38）

　序章で説明したように、薬物を直接皮内に投与する方法は従来の皮膚適用と

は異なり、角層を回避できる新たな皮内投与法として扱うべきと考えられた。

この投与形態を注射剤として扱った場合、　”浸透圧はなるべく血清と等張であ

ること“、”水素イオン濃度はなるべく血清のpHに近いこと“、”組織障害

性が認められないこと“などがあげられる。特に組織に直接薬液を投与する場

合は、投与時の疹痛回避のため、薬液の浸透圧及びpHは体液に近いものほど

望ましいと思われる。しかし、投与液の浸透圧や投与容積の変化は薬物投与後

の皮内動態に大きく影響すると考えられるため、これら影響は十分に把握して

おく必要がある。

　そこで第1章では薬物の皮内動態に及ぼす投与液の浸透圧および投与容積の

影響について評価した。Table　2に浸透圧および投与容積の影響を調べるための

SA水溶液の処方（No．1～4）を示す。ここで、処方No．3は序章の結果を再度

評価するために用意した。皮内投与後の薬物動態に及ぼす浸透圧の影響につい

てはNo．1～3間で比較した。　No．2ではグルコースを添加することで高張液

（2983mOsm）を調製し、　No．3では薬物のみで高張液（6246・mOsm）を調製し

た。さらに、投与容積の影響は処方：No．2とNo。4問で比較した。低投与容積（5

μL）を等張にすると、薬物量が少量になり定量が困難になるため、高張液で比

較を行った。
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Injectant　No．
Dose
（脚ol）

Volume
（ptL）

D－glucosc
（ptmol）

Osmotic
pressure
（mOsm）

1

2
6
つ
4

3．08

3．08

62．46

3．08

2
2
2
5
．

51．7

8．3　1

308

2893

6246

2893
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第1節　解析法

　序章では、皮内投与、皮下投与、筋肉内投与および皮膚適用後の薬物動態を

比較するため、局所投与後の薬物量推移から簡便な薬物動態モデルを構築した。

しかし、第1章では、皮内投与後の皮膚、筋肉または全身での物質移行をさら

に詳細に評価するため、薬物動態モデルを再構築し、解析に用いた。

　モデル解析の例として、皮膚適用後の薬物動態をマルチコンパートメントに

当てはめ評価している報告が多数ある33・　34）。これらの解析法では、組織から組

織へのクリアランスが定量的に明らかになるため、局所薬物動態を把握するの

に適している。しかし、モデル中のコンパートメント数を増やすとパラメータ

数が増加するため、！η痂m実験や静脈内（i．・v）投与実験などから多くのデータ

を用意しなければ局所投与後のパラメータを同時に求めることが困難になるケ

ースがよくある。今回、再構築したモデルも少し複雑で用いるパラメータ数が

多いので、静脈内投与後の全身循環系濃度一時間挙動データから消失・分布パ

ラメータを先にカーブフィッティングで求め、この値を用いて皮内動態を解析

することとした。

　Fig．7に構築した‘皮膚’、‘筋肉’、‘全身循環系’および‘末梢系’の4一コ

ンパートメントからなる薬物動態モデルを示す。
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　予備的な解析でkm、は極めて0に近い値で収束したので、本論文での解析で

はkmsを0として解析を行った。

　以下に各コンパートメントの物質の移行を表す微分方程式を示す。

dS／dt・一一（んsm＋ん、c）8＋km，．M＋ん、、C

ゴM／dt　・k、m3一（ん。，s＋んmc）M＋んCmC

dC励一ん，c3橘。、M一（ん、、÷k、m＋ん、P＋　k、。）C＋んP、　p

dP／dt　＝kcpC－kpc　P

（1）

（2）

（3）

（4）

ここで各速度定数についてはFig．7を参照されたい。

　上記に示した微分方程式1）　一4）は差分法により、それぞれ式1’）一4’）に変換

できる。

8酎一｛一（ksm＋　ICsc）3汁んm、M～＋ん、，C∫｝」’＋＆

砿・／＝｛ん、m　Si一（んms＋んm、）M～＋ん、斑G｝」オ＋払

C田一｛ん、c＆＋んmc・八4〆一（ん、、＋k、m＋ん、p＋ん、。）C～＋んP、　p～μ＋G

P～・／・｛ん、pC∫一んP、pご｝」オ＋Pi

（1　’）

（2う）

（3　’）

（4’）

ここで、Si、Mi、C　i，およびPiはそれぞれZの時間の各組織中薬物量を表す。　At

はti．v　rm　l　iを表す。初期条件（t・O）はSo　＝　Dose、　Mo　・＝　Co　＝　Po－Oとした。得ら

れたデータは表計算ソフトMicrosoft⑭Excel中のソルバー機能を用いて非線形

最小二乗法によりカーブフィッティング（アルゴリズム：準ニュートン法）を

行い、各パラメータを求めた。
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第2節　体内動態パラメータの算出

　皮膚および筋肉における局所薬物動態を評価する前に全身循環系からの薬物

の消失挙動を調べた。静脈内投与後のSAの血中濃度推移を線形2一コンパート

メントモデルに当てはめ、MULTIを用いて非線形最小二乗法によるカーブフィ

ッティング（アルゴリズム；Damping　Gauss－Newton法）をし、薬物動態パラメ

ータを算出した。また、局所投与後の血中濃度の範囲では線型であることも確

認した。Table　3に得られた薬物動態パラメータを示す。静脈内投与後のβ相

において（投与後60分）、皮膚中および筋肉中薬物量／血中薬物量は1％以下を

示した。

　この得られた体内からの消失パラメータを用いて、皮内投与後の薬物動態を

解析した。

丁曲畳e3　Pkay瓢acok蓋鵬愛蓋。腿膿醗e重er§⑪欝A鰯豊◎w蓋su霧　i．　y．輔e¢伽臨

Drugs ノヒcp（mirゴ1） kpc（miR－1） ん、。（min－1）
Vi（rnL／kg）　V2（mL／kg）

SA （6．3・土0，3）×10“2　　　（9．3土0．3）×10’2　　　（22±03）x10卿3　　　124．3±7。1 73．3土62

Dose　（ptmol／　kg） skin一一plasma　ratioa muscle－plasma　ratiob

39．02 （5．6±O．4）xlo－3 （8．2士0．6）xlO“3

Each　value　represents　the　mean圭S．E．　of　3　experime搬s．

　aSA　amount　in　skin　／　SA　amount　in　plasma　at　60　min　following　i．　v．　injection

　bSA　amount　in　muscle／SA　amount　in　plasma　at　60　min　fellowing　i．　v．　injection
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第3節　浸透圧の影響

　浸透圧の影響を調べるため、SA－Naの等張液（Table　2，：Ne．1；308　mOsm）お

よび高張液（Table　2，　No2；2893　mOsm、　No3；6246　mOsm）を調製し、皮内投与

後の薬物動態パラメータを比較した。皮内投与後の皮膚、筋肉および血中薬物

量の経時推移をFig．8、　Fig．9およびFig．　i　Oに示す。
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　皮内投与後のSAの皮膚中残存量は等張液（308　mOsm；Fig．8）より高張液

（2893mosm；Fig．9，　6246　mosm；Fig．10）の方が多く、高張液の適用が組織に

おける薬物滞留性に優れていることがわかった。同様に、血中薬物量推移から、

全身への薬物吸収は等張液を投与した方が速やかであり、高張液は等張液より

も吸収が明らかに遅いことがわかった。

　得られた各組織中薬物量推移を再構築したコンパートメントモデルに当ては

め、非線形最小二乗法による乙川ブフィッティング（アルゴリズム：準ニュー

トン法）を行った。本解析では筋肉から皮膚へのSAの速度定数㌔，を0とする

ことで、実測値と理論値のよりよい一致が得られた。田中の曲線は各組織中薬

物量の平均値を同時にカーブフィッティングしたものである。算出した皮内投

与後の薬物動態パラメータをTable　4に示す。その結果、　k、mは高張液の投与で

も、その影響はほとんどなかったがlc、、は高張液の投与で小さくなっていた。そ

のことから皮膚から筋肉への薬物移行は単純拡散であったが、皮膚から血中へ

の移行は投与液や組織中の水の動きが関係していると考えられた。すなわち、

薬物溶液を皮膚に投与すると、投与液によるdepotが形成される。また、薬物

溶液が高張の場合、周囲との浸透圧差により、時間経過に伴って水がdepotに

集まり軽度の浮腫を起こす。この皮膚中の水の動きによって血管からの吸収が

抑えられたと考えられる。しかし、表皮や真皮全体に広がる薬液は、ほぼ皮下

組織や筋肉に接した状態なので筋肉移行にはあまり影響しなかったと考えられ

た。

　T漁璽e4　臨躍膿隷cok蓋総窪童。腿鞭醗e重e聡◎f　SA鯉璽ow長駿g孟d遡lec重蓋膿．

Osm鴛ﾈsu「e醸（min－1） ん、狙（m｛め　ん、（miめ　ん，。、（miめkc，（miめk、m（miめ

308

2893

6248

s．4xlo”2　1．gxlo－2　7．3xlo－2　2．2×lo一一i　2．3×lo－3

s．oxlo－3　2．6xlo－2　3．lxlo－2　2．sxlo－i　3．3×lo－3

1．oxlo－2　s．sxlo－3　1．gxio－2　1．gxlo－2　1．sxlo－3

2．7　×　1　o－3

7．9　×　1　om3

　0
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第4節　投与容積の影響

　投与容積の影響を調べるため、同投与量のSA－Na（3．08μmol）を高容積（Table

2，No．2；20μL）と低容積（Table2，　No．4；5μL）で皮内に投与した。低容積で投

与後の皮膚、筋肉および血中薬物量の経時推移をFig．　l　lに示す。

　本来であれば、等張液で比較するべきである。しかし5μしの投与容積は等張

にすると投与量が少なくなり定量限界に近いところでの評価となるために、高

張液を用いて比較を行った。
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　皮膚滞留性は高容積（20μL；Fig．9）の方が低容積（5μL；Fig．11）よりもわ

ずかに優れていたが、薬物挙動はほとんど変わらなかった。得られた各組織中

薬物量推移を構築したコンパートメントモデルに当てはめ、非線形最小二乗法

によりカーブフィッティング（アルゴリズム：準ニュートン法）を行った。算

出された皮内投与後の薬物動態パラメータをTable　5に示す。その結果、モデル

解析により得られたパラメータk、の値からも高容積の方が皮膚からの消失が遅

いことがわかったが、k，。値より全身への吸収はほとんど変わらないことが示唆

された。しかし、高浸透圧の試験系では皮膚から血中へのSAの移行が抑えら

れることが示された（第3節）ため、その効果に比べると投与容積の影響はそ

れほど大きくはないと考えられた。また、皮内に投与された薬液depotからの

薬物放出が吸収の律速過程ならば、投与液の容積が影響すると考えられたが、

処方No．2と：No．4の皮膚からその直下筋肉への直接移行割合（k，、n／k、）がそれ

ぞれ約83％、87％であったことから、（No．1；約24％と比較して）皮膚から筋

肉への薬物移行には浸透圧の影響が大きいと考えられた。

Tab盈e　S　PkargPtacoki遡et蓋。　payk醗e鯉s　o偲A鰯蓋ow蓋顯g孟。。踊ecti◎簸．

Volume（唇L）　　ks。（mirズ1）　ksm（min隔1）　ん，（mirド1）　km。（min－1）　kc，（min隔1）　んcm（mirビ王）

02

5

s．oxlo－3　2．6×lo－2　3．1xlo－2　2．sxlo－i　3．3×lo－3　7．gxlo－3

5．0×IO’3　　　3．6×10璽2　　　4」×10－2　　　4．0×10薗3　　　5。0×10冊3　　　董．2×10幽2
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第5節　　小手舌

　第1章では、薬物を直接皮内に投与する際の投与液の特性について評価した。

投与液の浸透圧について、高張液で投与した方が皮膚および筋肉での滞留性に

優れ、全身への吸収が遅れることが明らかとなった。また、投与液の容積につ

いては、高容積で投与した方が皮膚での滞留性がわずかに高かったが、皮内投

与後の薬物動態に及ぼす要因として、浸透圧の方が大きく影響することがわか

った。
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第2章　皮内投与後の薬物動態に及ぼす薬物分子量の影響39）

　一般に薬物の皮膚透過性は薬物の皮膚への分配性と皮膚中拡散性により支

配され、さらに拡散速度はモル体積に影響を受けることが報告されている40・

41）。しかし、角層バリアーを回避する皮内投与法では、薬物の皮膚への分配

を考慮する必要がないため、皮膚中での薬物拡散性が極めて重要になり、そ

のため、薬物の分子量が皮内投与後の全身および近傍組織への移行性に大き

な影響を与えると考えられる。

　そこで、第2章では皮内投与後の薬物動態に及ぼす分子量の影響を評価する

ため、サリチル酸ナトリウム（SA－Na）に加えてカルセインナトリウム（CAL－Na）、

FITC　一デキストラン（FD－4，　FD40，　FD－20およびFD－40）をモデル薬物として

追加し、加傭πo皮内投与実験から薬物の皮膚中拡散性を、また、加漉ro皮内投

与実験およびin　vivo静脈内投与実験からconvolution法42）によりin　vivo皮内投

与後の血中薬物濃度を予測し、実測値と比較した。
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第1節　解析法

1・修飾WI・Higuchi式

　一般に、薬物溶解型経皮吸収製剤からの薬物放出量は、以下のWI．　Higuchi

式（1）により解析される43）。

9－L免11薬（2η11）・expeD（2η竜1）2π2り〕（1）

ここで、2は単位面積あたりの薬物放出量（μmol／cm2）、Lは基剤の厚さ（cm）、

Coは基剤中の薬物初濃度（Ptmol／cm3）、　Dは基剤中の薬物拡散係数（cm2／min）、

tは時問（min）である。

　（1）式は均一なmatrixからの単位面積当たりの放出量を示している。一方、

薬物を皮内投与した皮膚は薬物が均一に分布したm．atrixではなく、薬液depot

が皮膚中の一部に分布したものと考えられる。しかし、広範囲の皮膚をサンプ

リングすれば、以下に示すような修飾WI．　Higuchi式（2）を用いて、皮膚から

の薬物放出性を解析できると判断した。

咽1一碁毒（勿11蹄玖（21考帰〕〕
（2）

ここで、9sは時間tにおける皮膚からの薬物放出量（μmo1）、X．は皮膚から放

出した全薬物量（pmol）、Lsは皮膚の厚さ（cm）、Dsは皮膚中のみかけの拡散係

数（cm2／min）である。

　各種薬物の累積放出量一時間挙動データについて表計算ソフトMicrosoft⑭

Excel中のソルバー機能を用いて、非線形最小二乗法により式（2）にカ・一・一一・ブフ

ィッティング（アルゴリズム；準ニュートン法）し、薬物のみかけの皮膚中拡
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散係lk　Dsを算出した。

2．Convolutionによる皮内投与後の血中；薬物濃度の予測

　Convolutionはln　vllroの皮膚透過一時間挙動データから！η卿。で皮膚に薬物

を適用した後の血中濃度一時間挙動を予測するのに有用な手段である42）。また、

ln　vltroの皮膚透過データおよび体内での薬物消失挙動が線形であれば、予測さ

れた血中濃度も精度よく実測値に一致することが報告されている44）。そこで、

in・vityo皮内投雨後の皮膚からの薬物放出速度と静脈内投与後の一血中薬物の消失

挙動よりconvolutionを利用して、　ln卿。皮内投与後の血中濃度一時間挙動を予

測した。Convoiution式を以下に示す。

　　　ノ
B（り魂（θ）・w（1一・o）dθ（3）

　　　0

ここで、Bは時間1におけるln　viyo皮内投与後の血中濃度、　Aは静脈内投与後

の血中濃度、vaはln　vllro皮内投与後の薬物放出速度である。式（3）を一定の

時間問隔Hで刻み、Hごとに積分することで近似計算を行った。

　近似計算には以下に示す直線化法の式を用いた。

等一帯＋2A・）＋舞（A／一，　＋4A／　＋　Al・，）町＋購2馬）（4）

29



第2節　体内動態パラメータの算出

　第1節で述べたように、in・vitro皮内投与後の皮膚からの薬物放出速度と体内

からの薬物消失挙動がわかれば、¢onvolutionによって血中濃度一時間推移を予

測することができる。そこで、静脈内投与後の血中薬物濃度を2一コンパートメ

ントモデルに当てはめ、MULTIを用いて非線形最小二乗法によりカーブフィッ

ティング（アルゴリズム；Damping　Gauss－Newton法）した。各薬物の投与量お

よび薬物動態パラメータをTable　6に示す。

Tab盈e　6　P蝕躍m箆cok量簸e重置。　geara搬e重e聡晦r礁臓蓼sガ磯。輔醗塞訟訴ec重量膿

Drugs 濫識A・（nm・1／mL） B　（Rmol／mL） α（minド1） fi　（min－i）

SA

CAL

FD－4

FD－10

FD－20

FD－40

3　8．8

3．45

1．31

0．198

0．1　e　l

O．0510

103　±　13．6

6．38　±　1．21

6．91　±　O．30

8．53　±　3．60

2．02　±　O．28

1．14士0ユ6

170　i　13．0

3．53　±　O．79

2．41　±　O．45

0．78　±　O．09

0．30　±　o．e4

0．82　±　O．06

（156士0．67）×10“1

　　　　　　の（9．91土320）×IO鯉

（7．87土1．81）×10－2

（2．30土0．76）x10一玉

（9．50土0．18）xlO¶2

（1．05±0．25）x10冊1

（1．38士0．20）×10－3

（1．07土021）xlO需2

（1．01　±　O．13）×lo－2

（1．18土0。14）x10圃2

（9．73士1．20）x10つ

（559士0．47）xlOつ

30



第3節　皮内投与後の薬物のみかけの皮膚中拡散係数の算出

　角層を除く生きた表皮中および真皮中での薬物の平均拡散性は、ストリッピ

ングして角層を取り除いた皮膚での薬物透過データから求めることができる。

一般に分子量の増加に伴い、生きた皮膚中での拡散性は低くなることがわかっ

ている。しかし、皮内投与により薬液を皮膚中に直接投与すると、皮膚中に薬

液が満たされ、その溶媒の移動（浸透）が薬物拡散性に影響する可能性がある

38）ことから、皮膚中における薬物の存在環境が皮内投与後と通常の皮膚適用後

では大きく異なると考えられる。そこでまず、投与量をSA－Na：3．0＆μmol、

CAL－Na：103．45　nmol．　FI）一4：78．53　nmol．　FD－10：29．72　nmol．　FD一一20：15．15　nmol

およびFD－40：7．65　nmol、投与容積を20μしとしてそれぞれ皮内投与を行い、

真皮側からの経時的な薬物放出挙動から皮膚中のみかけの拡散係数を算出した。

　Fig．12にln・vltro皮内投与後の皮膚からの6種モデル薬物の累積放出量（％）

一時間曲線を示す。SA、　CAL、　FD・・4、　FD－10およびFD－20は皮内投与後2－3時

問以内に投与した薬物のほぼ全てが皮膚から放出した（Figs．12a－e）。しかし

FD・・40は8時間後も、投与量の約8割しか放出せず、残りの2割が皮膚中に残

存していたと考えられた（Fig．12f）。
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　これら得られた各種薬物の累積放出量（％）一時間曲線をそれぞれ放出した

絶対量を考慮した修飾WI．　Higuchi式に当てはめ、非線形最：小二乗法によりカ

ーブフィッティングし、みかけの皮膚中拡散係数を算出した。Fig．13にこうし

て求めた薬物のみかけの皮膚中拡散係数と分子量の関係を示す。SA、　CALおよ

びFD－4のみかけの拡散係数Ds（cm2／min）（平均±標準誤差）はそれぞれ（853

±2．01）×10－5、　（8．76±1．28）×10”5および（7．20土2．91）×10”5であり、ほぼ同じ値

であった。一方、比較的分子量の大きいFD－10、　FD－20およびFD－40のD、はそ

れぞれ（5．34・±1．45）×1σ5、（3．28　±O．13）×10”sおよび（9．96±2．05）×106とFD40

以上の分子量で急激に低下した。

　通常の皮膚中拡散では、約0．5kDa付近で物質の拡散性が著しく低下するの

に対し、この投与条件（注射針；27　G，投与容積；20μL）では、10kDa付近に

拡散性が低下する閾値があるかもしれない。これは、皮膚中に投与された溶媒

（薬液）の影響が10kDa付近までは大きく関与したが、それ以上では、分子量

の大きさによる拡散性の低さが顕著に現れたと考えられた。この拡散係数が著

しく減少し始める分子量の閾値は、投与容積、投与媒体浸透圧などの溶液の特

性にも影響を受ける可能性が考えられることから、様々な投与条件においてこ

の閾値を推定することが必要であろう。
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第4節　皮内投与後の薬物動態に及ぼす薬物分子量の影響

1．皮内投与後の血中薬物濃度

　皮内投与後の全身循環系への薬物吸収は、皮膚中の血管から吸収される経路

と皮膚から筋肉へ移行した後に筋肉中の血管から吸収される場合の二通りある

ことはすでに序章で述べた。そこで、分子量が大きくなることで、どちらかの

経路で遅延または組織中で滞留や吸着があるならば、計算式から予測される血

中濃度と実測の血中濃度に乖離が生じるものと考え、その評価を行った。なお、

予測値の算出にはconvolutionを用いた。　Fig．14に6種モデル薬物のin　vlvo皮

内投与後の血中薬物濃度（実測値）とconvolutionにより予測された血中濃度（予

測値）を示す。
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　SAとCALの皮内投与後の血中濃度は実測値と予測値でほぼ一致した（Figs．

14a，　b）。　FD－4では予測値に比べて、実測値の血中濃度推移のTm、．が遅く、Cm、．

が低くなっており、吸収に遅れが観察された（Fig．14c）。　FD－lo、　FD一・20および

FD40では、予測値に比べ実測値が極めて低く、これら化合物は吸収連度だけ

でなく、吸収量も極めて低いことが示唆された（Figs．14d，　e，　f）。

　Table　7に実測値と予測値のAUCo－tを、　Fig．15にそれぞれのAUCの実測値／

予測値比と分子量の関係を示す。なお、AUCo－tの算出は理論曲線の最終ポイン

トまで（0から時間t）を台形法により算出した。この理由は、最終ポイントか

ら外挿した無限大までのAUCo．c。では最終ポイントに重みがかかりすぎ、得られ

るAucの精度が低かったためである。なお、予測値のAucの算出はconvolution

計算の近似式で用いた刻み時間ffごとに計算した。

T曲且eワ　M⑪盈ec櫨蹴we蓋gぬt◎f　dreegs鐡d曲躍m禽。眺餓e窪童。脚r麓購e往ers　f⑪麗ow量職g

9．・c．丑剛ec翻。職

AUC　（Rmol／mL・min　）

Drugs M．W．　O－time（min）　Observed　value　Theoretical　curve

SA

CAL

FD－4

FD－IO

FD一一20

FD一一40

160

580

3，820

10，095

19，800

39，200

O－120

0－180

0－180

0－300

0－360

0－480

5232

41．14

57．14

23．01

5．1　2

3．07

5359

39．95

47．45

42．63

24．40

52．04
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　SA、　CALおよびFD－4はAUCの実測値／予測値比がほぼ1を示し、吸収率は

予測値と一致していた。しかし、FD－10では約0．5、　FD－20では約O．2、　FD－40

では約0．05と分子量が増加するに伴い、AUC比は明らかに低下した。

　本解析法では、皮膚から全身循環系への吸収経路に吸収を遅らせる障害がな

ければ、実測値と予測値と一致する。なお、一般に高分子薬物の局所投与では

リンパ管への薬物の直接移行が考えられるが45・46）、ここでは、血中への吸収性

を評価しており、リンパ管への移行またはリンパ管を経由しての血中への移行

は、全身循環系への吸収の遅れとして結果に反映されるので本解析法は理論的

に問題ないと考えた。しかし、高分子薬物のリンパ管への移行性については経

時的なデータがあれば得られる情報が多いことから、今後の検討が待たれると

ころである。

　加卿。皮内投与後の薬物の皮膚中からの消失速度は、ln・vitro皮内投与後の薬

物の放出速度よりも遅かったものの、分子量による皮膚中拡散性のランクオー

ダーは同じであった。In・vitroと∫η卿0挙動の違いは、1η卿0試験における薬物

の皮膚中での低血管透過性による皮膚中での滞留、皮下脂肪の有無、さらに筋

肉までの拡散距離などに影響すると予想され、さらに加卿。ではシンク条件が

成立していない可能性も考えられた。
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2．皮内投与後の組織中薬物量

　SA、　CAL、　FD－4、　FD・一IO、　FD－20およびFD・一40の皮内投与後のこれらの皮膚

中量および筋肉中量の経時推移をFig．16に示す。皮内投与後、全ての薬物の皮

膚中量は経時的に低下した。分子量が小さいSA、　CALおよびFD－4は皮膚から

の消失が速かった。すなわち、SA、　CALは60分以内に、また、　FD・一4は投与後

180分で皮膚中量がIO％以下まで低下した。加えて、これらの薬物は筋肉から

の消失も速かった。一方、分子量が大きいFD－1e、　FD－20およびFD・一40では、

皮膚からの消失は遅く、FD－40は8時間後でも皮膚中に約8割が残存していた。

また、筋肉からの消失も遅く、筋肉中に滞留する傾向にあった。

　第3節の加競ア。試験の結果より、薬物の皮膚中拡散性は分子量に関係して低

下し、また、それに伴い1η卿。試験では筋肉移行性も低下すると考えられたが、

分子量増大に起因する血管透過性の低下が薬物の筋肉組織中量増加に結びつい

たと考えられた。筋肉が薬物の標的部位であり、かっ滞留性を期待するならば、

分子量がある程度大きい薬物を用いた方が有用となりやすいことは重要な知見

であると思われる。
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第5節小括

　第2章では、直接皮内に投与した薬物の全身吸収性（皮膚中拡散性および血

管透過性）に及ぼす薬物分子量の影響を評価した。本投与条件（27Gの注射針、

投与容積20μL）の場合、皮膚中の薬物拡散性は約10kDa以上の分子量で大き

く低下し、加卿。試験での吸収性は約4kDa以上の分子量で低下し始めた。す

なわち、皮内投与後の薬物吸収性の低下は、約4kDa付近での薬物の血管壁透

過性の低下もしくはリンパ管への取り込みに起因することが示唆された。
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：第3章　皮内投与後の薬物動態に及ぼす血管作動薬併用の影響47）

　薬物の皮膚適用時に血管収縮薬であるフェニレフリンを併用することで、薬

物の全身循環系への吸収は抑えられ、投与部位直下の筋肉への移行性が増大す

ることが報告されている48）。また、局所麻酔薬として用いたりドカインの皮膚

滞留性を改善するため、リドカインを含有した局所製剤中にエピネフリンやフ

ェニレフリンを添加した例も報告されている49“51）。皮膚中に直接血管作動薬を

含有した水溶液を投与すると直接血管作動薬が皮膚中の血管に曝されるため、

皮膚中の血流量が変化することは十分予測されることである。角層バリアーを

回避した皮内投与法における薬物の筋肉移行性または全身吸収性に対する血管

作動薬の効果は角層バリアーを考慮する必要がないぶん皮膚適用時よりも顕著

であると考えられる。すなわち、皮内投与では、血管作動薬の併用により、薬

物の組織ターゲティングや全身循環系への吸収を制御できることが考えられる。

　そこで第3章では、血管収縮薬としてα1作動薬である塩酸フェニレフリン、

血管拡張薬としてα遮断薬である塩酸トラゾリンをそれぞれ併用し、分子量の

小さいSA－Na（M．W　160）と比較的大きいFD－4（M．W　3，820）の皮内投与後の

薬物動態を比較した。
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第1節　解析法

　薬物の体内動態の解析には第1章で用いた皮膚、筋肉、全身循環系および末

梢系からなる4一コンパートメントモデル（Fig．7）を使用した。また、皮内投与

後の薬物動態パラメータは第1章と同様な方法により算出した。
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第2節　一血管作動薬の皮内投与による皮膚中血流量の変化

　薬物の皮内投与後の薬物動態に及ぼす血管作動薬併用の影響を評価する前に、

血管作動薬のみを皮内投与し、皮膚中血流量の変化を確認した。なお、皮膚中

血流量はレーザードップラー法にて測定した。この方法は、皮膚に照射したレ

ーザー光が血球によって散乱し、そのドップラー効果によりシフトした周波数

を検出することで皮膚中の血流量を測定する52）。本方法は非侵襲的計測法であ

り、また連続測定が可能であるため、本研究で選択した。

　Fig．！7にラット腹部に各血管作動薬を含有したPBS溶液を皮内投与した後の

局所皮膚im流量の経時変化を示す。また、確認のためPBSのみの皮内投与後の

皮膚中血流量を測定したが、未処理の皮膚の血流量と変わらなかった。
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　Fig．17の縦軸は投与前の皮膚血流量に対する割合を示す。図から明らかなよ

うに、フェニレフリンの皮内投与後5分野投与部位皮膚の血流量が減少し、2

時間後には投与前の血流量に戻った。それに対し、トラゾリンの皮内投与では

徐々に投与部位皮膚の血流量が増加し、2時間後も投与前の血流量には戻らな

かった。このような血管作動薬を皮膚適用した時では、血管作動薬自体が血管

系に浸透するまでのラグタイムが存在するために、その効果が現れるのに時間

を要すると考えられるのに対し、今回試験した皮内投与では投与後すぐに血管

収縮または拡張がみられた。

　血管作動薬の併用量は、試験：時間内に皮膚、筋肉及び血中にそれぞれの薬物

（SAおよびFD－4）が定量可能な量に存在するように設定した。すなわち、予

備検討においてフェニレフリンの併用量を増やすと血管収縮効果は上がったが、

皮内投与後に薬物（SAおよびFD－4）は血中に検出されなかった。また、トラ

ゾリンの併用量を増やすことで血管拡張効果は上がったが、投与部位から薬物

（SAおよびFD・・4）の消失が速くなり、薬物の皮膚中滞留時間が短くなった。

このどちらのケースも薬物（SAおよびFD－4）の動態評価が困難であったため、

血管作動薬の併用量をフェニレフリンでは50nmo1、トラゾリンでは2nmolに

設定した。なお、モデル薬物の選択についても、FD－4より大きい分子量の薬物

では、組織移行速度が極端に遅くなり、動態学的評価が困難であったので、SA

とFD－4のみとした。

　レーザードップラー法によって求められる血流値は皮膚表面から真皮乳頭下

血管までの脈管系の血流量を反映している（皮膚表面から約500μmの深さ）53・

54）。そのため、血管作動薬皮内投与後の皮膚中血流量の変化を十分捉えること

ができ、フェニレフリンの血流量減少およびトラゾリンの血流量増大の現象を

確認することができた。これら皮膚血流量の変化は、血管作動薬の作用機序、

力価に関係すると思われるが、また、血管作動薬濃度や皮膚中拡散性にも影響

を受けるかもしれない。しかし、本実験では血管作動薬の併用量がごく微量で
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あるため、血管作動薬自体の動態を評価することはできなかった。
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第3節体内動態パラメータの算出

　皮内投与後の薬物の皮膚および筋肉における局所薬物動態を評価する前に全

身循環系からの薬物の消失挙動を調べた。静脈内投与後のSAの薬物動態パラ

メータは、第1章のデータ（Table　3）を用いた。また、静脈内投与後のFD－4

の血中濃度推移については、線形2一コンパートメントモデルを仮定しMULTI

を用いて非線形最小二乗法によるカーブフィッティング（アルゴリズム；

Damping　Gauss－Newton法）をして、薬物動態パラメータを算出した。また、局

所投与後の血中濃度の範囲では消失挙動は線型であることも確認した。Table　8

にFD－4の薬物動態パラメータを示す。皮膚中および筋肉中薬物量／血中薬物量

比は、FD－4では皮膚中および筋肉中量を検出できなかったため、算出しなかっ

た。

　このようにして得られたSAとFD一・4の体内からの消失パラメータを用いて、

これら薬物の皮内投与後の薬物動態を解析した。

T曲嚢e8　：臨躍醗acok蓋鵬電養。騨職磁e総聡。奮：F盈）一鯉◎鑑璽⑪w蓋髄蓼翻訳ec電蓋㈱。

Drugs k、p（miめ ん，、（miめ lc，．（min－i）　Yi（mL／kg）　U2（mL／kg）

FD－4　（4．5±O．9）xIO－2　（4．i±O．7）xIO－2　（3．1±O．4）×10－2　134．2±7．7　145．3±7．8

Dose　（ptmol／　kg） Skin－plasma　ratio Muscie一一plasma　ratio

1．31

Each　value　represents　the　mean　±　S．E．　of3　experiments．
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第4節　血管作動薬併用の影響

　1．SA皮内投与後の薬物動態

　Fig．18にSA－Na単独（Fig．18a）およびSA－Naにフェニレフリン（Fig．18b）

またはトラゾリン（Fig．18c）を併用し皮内投与（3．08μmol／20μL）した後の各

組織中SA量の時問推移を示す。　SA－Na単独投与（コントロール）は、90分以

降の筋肉中SA量が定量限界以下であった（＜0．02脚ol）。また、トラゾリンを

併用したSA－Naの皮内投与では、　SAの90分以降の皮膚中量および60分以降

の筋肉中量は定量限界以下であった。
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　得られた血中および皮膚、筋肉中SA量（平均値）を構築した薬物動態モデ

ルに当てはめ、非線形最小二乗法によりカーブフィッティングを行った。本解

析では筋肉から皮膚への速度定数編、を0とすることで、実測値と理論値のよ

りよい一致が得られた。図中の曲線は各組織中薬物量の平均値を同時にカーブ

フィッティングして得られたものである。Table　9に得られた皮内投与後の薬物

動態パラメータを示す。フェニレフリンの併用により、皮膚からのSAの消失

（k、）はコントロールの約0．6倍に低下した。また、SAの全身移行（lc、c）は0

を示し、皮膚から筋肉への移行（k、m）はコントロ　一一ルの約2．4倍に上昇した。

フェニレフリンの併用は、SA単独で投与するよりもSAの血管移行性が低くな

り、筋肉移行性が高くなった。フェニレフリンによる真皮中血管の収縮により

薬物の血管移行が抑えられ、代替的に筋肉への移行が増加したと考えられる。

一方、トラゾリンの併用により、皮膚からSAの消失（k、）はコントロールの約

2．1倍に上昇した。また、SAの皮膚から全身移行（ks、）および筋肉移行（k、m）

は、それぞれコントロールの約1．9倍および約25倍に上昇した。すなわち、ト

ラゾリンの併用ではSA単独で投与するよりSAの血管移行性だけでなく筋肉移

行性も高くなった。トラゾリンが皮内に存在することで真皮中血管が拡張し、

薬物の血管移行が促進されるため筋肉移行（k、m）が減少すると考えられたが、

結果はそうならなかった。この原因については以下のように予測される。編と

k，mの和であるk、を‘皮膚からの薬物放出パラメータ’とみなすと、その値はトラ

ゾリンの併用により大きくなっていた。すなわち、血流量の増大により皮膚か

らの薬物クリアランスが大きくなっているために、結果的にk、mが大きく見積

もられたと考えられた。
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Tab豊e　9 P翫箆r寒孤acok蓋簸e髄。　gearkWteters　of　SA藪》簸ow璽簸蓼i。c。　i聡jec毬量◎鍛

ksc　（min－i） ksm　（min－i） k、（miめ kmc（min－i） ノとrcs（min鼎1） k、m（miパ）

　　　Control

＋phenylephrine

　十tolazcline

S．4　×　1　o－2

　　0

1．Ox10畠1

　　　　　　つ
L9×IO’s
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　　　　　　つ
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2．FD－4皮内投与後の薬物動態

　　Fig．　i9にFD－4単独（Fig．19a）およびFD－4にフェニレフリン（Fig．19b）ま

たはトラゾリン（Fig．19c）を併用し皮内投与（7853μrnol／20μL）した後の各

組熱中FD－4量の時間推移を示す。
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　得られた血中および皮膚、筋肉中FD・・4量（平均値）を構築した薬物動態モ

デルに、非線形最小二乗法により当てはめた。本解析でもSAと同様、筋肉か

ら皮膚への速度定数編、を0とすることで、実測値と理論値のよい一致が得ら

れた。なお、図中の曲線は各組織中薬物量の平均値を同時にカーブフィッティ

ングしたものである。Tabie　IGに得られた皮内投与後の薬物動態パラメータを

示す。フェニレフリンの併用により、皮膚からのFD－4の消失（lc、）はコントロ

ールの約0．8倍に低下した。FD－4の皮膚からの全身移行（k、c）はコントロール

の約0．3倍に低下し、筋肉移行（んsm）はコントロールの4倍に上昇した。SAと

同様に、フェニレフリンの真皮中血管の収縮作用により、薬物の血管移行が抑

えられ、代替的に筋肉への移行が増加したと考えられる。一方、トラゾリンの

併用により、FD－4の皮膚からの消失（lc、）はコントロールの約25倍に上昇し

た。また、FD－4の全身移行（ks、）および筋肉移行（k、m）は、それぞれコント

ロールの約2．2倍および約4．3倍に上昇した。トラゾリンの併用はFD－4単独で

投与するよりFD－4の血管移行性だけでなく筋肉移行性も上昇させた。このト

ラゾリンの併用によるFD・一4の筋肉移行性の増大はSAと同様、血流量の増大に

より皮膚からの薬物クリアランスが大きくなっているためと考えられた。

T曲豊e丑⑪　：Ph蹴磁acek隻Ret量。　pawa醗¢搬醐蟹軍D一輔。盟ovyim9　i．　c．量輔ec旧記

lCsc（rnirド蓋）　　ksm（min謄1）　　ks（mifゴ1）　　んmc（rnin”1）　　kcs（m．in胴玉）　　kcm（rnin層至）

　Control　2．7xle－2　4．oxlo－3

＋phenylephrine　　　9．1×10“3　　　　1．6×1e’2

＋tolazoliRe　6．0×10－2　1．7xle－2

3ユ×10瞠2　　　2．0×10嘔1　　　2。4×10轍2

2．5xloN2　7．3xlo－2　2．4xlo－2

7．7xlo－2　2．lxlo－i　4．6xlo－2

2。8x10鵯2

　0

1．3×10輔2
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　SA、　FD－4両薬；物の単独投与後の薬物動態を比較すると、　FD－4を投与した方

がk、。および偏が小さく、全身および筋肉に移行しにくいことが示唆された。

これは分子量が大きくなることによる皮膚中拡散性および血管壁透過性の低下

が起因していると考えられる。また、フェニレフリン併用ではSA、　FD－4両薬

物ともで単独群より血管移行性が極めて低くなり、筋肉移行性が高くなった。

一方、トラゾリン併用では両薬物で単独群より血管移行性が高くなった。また

血管移行性はFD－4（コントロールの2．2倍）の方がSA（コントロールの1．9倍）

よりもわずかに大きかった。一般的にはSAより分子量の大きいFD－4の方が血

管透過性は低いため、末梢血管へ吸収されにくい。そのため、血流量の増大に

よる薬物吸収の改善度は高分子の方でより大きく影響したと考えられる。
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第5節　　／J寸舌

　第3章では、SAおよびFD・一4皮内投与後の薬物動態に及ぼす血管作動薬（フ

ェニレフリンとトラゾリン）併用の影響を評価した。血管収縮薬（フェニレフ

リン）を皮内投与すると皮膚中の血流量が低下し、SAおよびFD一・4の全身への

吸収性が低下した。また、血管拡張薬（トラゾリン）を皮内投与すると皮膚中

の血流量が増大し、SAおよびFD－4の全身への吸収量が増大した。さらに血管

収縮薬の併用だけでなく血管拡張薬の併用でも、両薬物の筋肉移行量を増大さ

せた。なお、血管拡張薬併用の影響度は分子量の大きいFD－4の方が大きかっ

た。
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結論

　近年、角層を回避できる経皮投与型デバイスの開発が進み、薬物を直接皮膚

中に投与することが可能となった。これらのデバイスは皮内を薬物貯留層とす

ることから、従来の皮膚適用とは薬物動態だけでなく得られる薬効も大きく異

なると予想される。しかし、皮内投与は薬物治療を目的として利用されること

がほとんどないため、皮内投与後の薬物動態は今まで報告されていない。そこ

で本研究では、経皮投与型デバイスを想定した皮内投与法の薬物動態的有用性

の評価を行った。まず、サリチル酸ナトリウム（SA－Na）の皮内投与を行い、

皮下投与、筋肉内投与後および皮膚適用後の薬物動態と比較した。その結果、

皮内投与後のSAの全身吸収性は皮下投与や筋肉内投与後のそれより低く、SA

は皮膚中に長く滞留した。また、皮内投与後のSAの筋肉移行性は皮膚適用に

比べ極めて高いことが明らかとなった。そこで、次に投与部位皮膚中の血流を

遮断したラットにSA－Naを皮内投与および皮膚適用した。その結果、皮膚適用

後の薬物は、ほとんど皮膚中蓬血管から吸収されたのに対し、皮内投与後の薬物

は、皮膚からだけでなく筋肉中血管から吸収されることが明らかとなった。

　以上、薬物は皮内投与後に皮膚中depotから徐々に放出され、皮膚中血管だ

けではなく筋肉中血管を介して吸収され全身循環系に移行することがわかった。

また、皮内投与は従来からある皮下投与、筋肉内投与および皮膚適用と異なる

特徴を有していることが明らかとなった。そこで、著者は皮内投与後の薬物動

態に及ぼす種々要因を挙げ、以下に示す項目について評価することとした。

D投与液の浸透圧および投与容積の影響

2）薬物分子量の影響

3）血管作動薬併用（皮膚中の血流量）の影響
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以下、得られた結果の要約を示す。

1）投与液の浸透圧および投与容積の影響

　第1章では、皮内投与に用いた投与液の特性、すなわち浸透圧の影響を調べ

るためにSA－Naの高張液と等張液を皮内投与した。また投与容積の影響を調べ

るために高容積（20　Pt：L）と低容積（5μL）を皮内投与した。得られた結果を皮

膚、筋肉、全身循環系および末梢系から構成したコンパートメントモデルにて

解析を行った。その結果、皮膚から筋肉への薬物の移行性には投与液の浸透圧

の影響は見られなかったが、皮膚から全身循環系への移行性では高張液の投与

で低くなった。また、薬物の皮膚滞留性は高容積の方がわずかに優れており、

全身への吸収性は低容積の方が速やかであった。しかし、浸透圧の影響に比べ

ると投与容積の影響はほとんどみられなかった。

　以上より、投与液の浸透圧により局所および全身への薬物送達を制御できる

ことが示唆された。しかし、投与液は等張に近い方が身体への負担も少ないこ

とから、高張で薬物を皮内投与する場合、痛みを感じない皮膚表面側に投与す

ることが望ましいと考えられた。

2）薬物分子量の影響

　第2章ではSA－Naに加えて、カルセインナトリウム（CA：L－Na）およびHTC一

デキストラン（FD－4，　FD一・10，　FD・一2◎，　FD一一40）の分子量の異なる6種モデル薬物の

皮内投与後の薬物動態を評価した。まず、薬物の皮膚中拡散性を調べるため、

摘出した皮膚に薬物を皮内投与した。得られた皮膚からの薬物放出量一時間挙動

を修飾WI．　Higuchi式に当てはめ、みかけの皮膚中拡散係数を算出したところ、

皮膚中の薬物拡散性は約10kDa以上の分子量で大きく低下した。次にin　vitro

皮内投与後の皮膚からの薬物放出速度と静脈内投与後の血中薬物の消失挙動か

らconvolution法により、in　vivo皮内投与後の血中濃度一時間挙動を予測し、実
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測値と比較した。薬物の実測吸収性は約4kDaで予測吸収曲線に比べて遅延が

生じ、10kDa以上では予測値から大きく乖離した。このことから、血管壁透過

性の低下もしくはリンパ管への取り込みが約4kDa付近で起こることが考えら

れた。なお、分子量が大きい方が、筋肉に蓄積する傾向にあった。

　以上より、皮内投与後の高分子薬物の全身吸収に関して、皮膚中拡散性だけ

でなく血管透過性も重要であることが示唆された。そのため、薬物吸収性を制

御するには、組織中の血流量を制御することが望ましいと考えられた。

3）血管作動薬併用（皮膚中血流量）の影響

　第3章では皮内投与時の薬物動態に及ぼす皮膚中血流量の影響を評価した。

まず、血管収縮薬のフェニレフリン、血管拡張薬のトラゾリン水溶液を皮内投

与した後の局所皮膚中血流量をレーザードップラー法により経時測定した。そ

の結果、フェニレフリンの投与後の投与部位皮膚の血流量は減少し、約2時間

後に投与前の血流量に戻った。それに対し、トラゾリンの皮内投与後では投与

部位皮膚の血流量が徐々に増加し、2時間後も投与前の血流量には戻らなかっ

た。次に、各血管作動薬を併用し、SA－NaおよびFD－4の皮内投与を行った。

フェニレフリンの併用により、両薬物とも単独群に比べて血管移行性が低くな

り、筋肉移行性が高くなった。一方、トラゾリンの併用により、両薬物とも単

独群に比べて血管移行性だけでなく筋肉移行性も高くなった。また、トラゾリ

ンを併用した両薬物の薬物動態を比較すると、血流量の増大による薬物吸収の

改善度は高分子の方でより大きく影響した。

　以上、各血管作動薬による血流量の変化は皮内投与面すぐに現れたため、血

管作動薬併用により、薬物の局所および全身への薬物送達を制御できると考え

られた。

これらの研究により、皮内投与後の薬物動態は、投与液の浸透圧および薬物
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分子量に大きく影響することが明らかとなり、また、血管作動薬の併用により

薬物吸収性を制御できることが示唆された。皮内に投与した薬物の体内動態に

関する報告は今までにほとんどないことから、本論文は経皮投与型デバイスを

用いた薬物の投与法に関して、極めて重要な情報を与えるものと考えられる。
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実験の部



1．材料

　サリチル酸ナトリウム、塩酸トラゾリンおよびグルコースは和光純薬工業株

式会社（大阪）から購入した。カルセインナトリウムは東京化成工業株式会社

（東京）から購入した。Fluorescein　lsethiocyanyte－labeled　Dextran（FD－4，　FD－10，

FD－20およびFD一・40）と塩酸フェニレフリンはSigma－Aldrich（St．　Louis，　Missouri，

U．S．A．）から購入した。その他の試薬および溶媒は特級晶を用いた。これらの

試薬は精製せずにそのまま用いた。

2．動物

　雄性ウィスターラット（300　±　20　g）は城西大学生命科学研究センター（坂戸、

埼玉）または石川実験動物研究所（深谷、埼玉）から購i入した。加卿。実験は

ウレタン（1．09／kg，ψ．）麻酔下でラットの腹部を剃毛し、体温は365±0．5℃に

維持させて実験を開始した。また、ln・vltiO実験はベントバルビタール（50　mg／kg，

砂）麻酔下で腹部を剃毛し、皮膚を摘出した。なお、動物実験は城西大学生命

科学研究センターの倫理規定に従って行った。

3．皮膚血流遮断ラットの作製

　ウレタン（1．Og／kg，　i．p．）麻酔下の雄性ウィスターラットの腹部を剃毛し、直

径3．Ocmの円状に皮膚を摘出した。その皮膚を摘出部位に乗せて周囲を

MichePs　clampで留めた。体温は365±0．5℃に維持させて実験を開始した。

4．静脈内投与実験

　各薬物を頸静脈より注入し、その後、経時的に反対側の頸静脈より採血した。

血液サンプルは遠心分離（15，000rpm，5min，4℃）し、血漿を得た。
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5．皮内投与実験

　剃毛したウィスターラット腹部の正中線上に薬物水溶液を27Gの注射針を介

して皮内へ投与した。皮内へは、ほぼ一定の深さの皮膚部位に投与できたので

ストッパーなどで固定しなかった。薬物投与後、経時的に頸静脈より採血した。

血液サンプルを遠心分離（15，0eo　rpm，5min，4℃）し、血漿を得た。また、実験

終了後（種々時間）に断頭脱血し、腹部正中線上に中心をおいた直径3．Ocmの

減点に皮膚および筋肉を摘出した。脂肪などの皮下組織は皮膚と共に摘出した。

6．皮下投与実験

　剃毛したウィスターラット腹部の正申線上に薬物水溶液を27Gの注射針を

介して皮下へ投与した。皮下へは、ほぼ一定の深さの皮膚部位に投与できたの

でストッパーなどで固定しなかった。薬物投与後の操作は皮内投与実験：と同様

に行った。

7．筋肉内投与実験

　剃毛したウィスターラット腹部の正中線上に薬物水溶液を27Gの注射針を

介して筋肉内へ投与した。筋肉内へは筋肉中の部位（深さ）による吸収の差が

懸念されたため、注射針の先端を皮膚表面から2．Ommの深さに固定して投与

を行った。薬物投与後の操作は皮内投与実験と同様に行った。

8．皮膚適用実験

　剃毛したウィスターラット腹部を20回忌ープストリッピングした後、有効拡

散面積3．14cm2のガラスセルを装着し薬物水溶液を適用した。なお、水溶液

は1時間おきに交換した。薬物投与後の操作は皮内投与実験と同様に行った。
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9．加γ〃ro皮内投与実験

　ベントバルビタール麻酔下、剃毛したウィスターラットの腹部皮膚を摘出し

て真皮側の脂肪を除去した。摘出皮膚に各種薬物水溶液で皮内投与した。投与

後すぐに、皮膚をFranz型拡散セルに挟んだ。レシーバー液としてpH7．4等張

リン酸緩衝液（PBS）を16・mLを適用した。経時的にレシーバー液を0．4　mL採

取し、同用量のpH7．4　PBSを補充した。実験中、温度は37℃に保ち、レシーバ

ー液はスターヘッド型擬絆子をマグネットスターラーにより擾遠した。

IO．皮膚血流量の測定

　フェニレフリン（50nmol／20μL　PBS）およびトラゾリン（2　nmol／20μL　PBS）

の皮内投与後の皮膚中にできた薬液depotの中心に、レーザードップラ・一一一　tftt流

画像化測定装置Peri　Scan　PIM　II（Perimed　AB，　Stockholm）を用いてレーザー光

を照射し、直径LO　cmの白状の皮膚血流量を経時的に測定した。

91．薬物の定：量

11．董．SAの定量法

H．1．i．in・vllyo実験試料の前処理

　採取したln・vitro皮内投与後のレシーバー液200鉢しに内部標準物質（パラヒ

ドロキシ安息香酸プロピル）を含有したアセトニトリル200μLを加え、擁拝後

に遠心分離（15，000　rpm，5min，4℃）し、その上清をHPLcに注入した。

i1．12．加卿。実験試料の前処理

　得られた血漿IOO　PtLに内部標準物質（パラヒドロキシ安息香酸プロピル）を

含んだアセトニトリル200匹を加え、擁座後、遠心分離しその上清をHPLCに

注入した。また、細かく裁断した摘出皮膚および筋肉に、内部標準物質を含有

させたアセトニトリル（4．OmL）と生理食塩液（4．OmL）を加え、ホモジナイ

ザー（POLYTORON　PT3000，　KINEMATICA　AG，　Switzerland）を用いて、氷冷下
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でホモジナイズした。これを遠心分離し、その上清をHPLCに注入した。

11．1．3。定量条件

　使用したシステムを以下に示す。

　送液ユニット（LC－lOA，島津製作所、京都）、

　紫外分光光度計（SPD－10A，島津：製作所）、

　クロマトパック（C－R3A，島津製作所）、

　カラムオーブン（CTO－1◎A，島津製作所）、

　システムコントローラー（SC：L－iOA，島津製作所）、および

　カラム（LiChrospher　100，　RP－18e（5購）250－4，　MERCK，　Germany）。

　また、移動相はメタノール：0．1％リン酸水溶液＝55：45、流速は0．8m：L／mi難、

検出波長は225nm、カラム温度は40℃である。

11．2．CALの定量法

il．2．1．加競ro実験試料の前処理

　採取したレシーバー液はpH7．4　PBSで適宜希釈し、擁搾後、遠心分離（15，000

rpm，5min，4℃）した。

1L2．2。魏卿。実験試料の前処理

　得られた血漿leO　y：しにpH7．4　PBS　400緋：Lを加え、擬搾後、遠心分離（15，00e

rpm．，5・min，4℃）した。また、細かく裁断した摘出皮膚および筋肉に、　pH7．4　PBS

8．OmLを加え、ホモジナイザーを用いて畑島下でホモジナイズし、遠心分離し

た。

1L2．3．定量条件

前処理した試料の蛍光強度（Ex　490　nm，　Em　515　nm）を蛍光分光光度計
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RF－5300・PC（島津製作所，京都）にて測定した。

11．3。FDsの定量法

11・3．1．加v加。実験試料の前処理

　採取したレシーバー液はpH7．4　PBSで適宜希釈し、擬絆後、遠心分離（15，000

rpm，5min，4℃）した。

l13．2．加卿。実験試料の前処理

　得られた血漿100μしにpH7．4　PBS　400μLを加え、擬搾後、遠心分離（15，000

rpm，5min，4℃）した。また、細かく裁断した摘出皮膚および筋肉に、　pH7．4　PBS

8．OmLを加え、ホモジナイザーを用いて氷冷下でホモジナイズし、遠心分離し

た。

11・．3．3．定量条件

　前処理した試料の蛍光強度（Ex　495　nm，　Em　515　nm）を蛍光分光光度計

RF一・5300・PC（島津製作所，京都）にて測定した。
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