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角質保湿剤ヒ アル ロン酸ナ トリウムの皮膚浸透 に及ぼす

超音波照射の影響
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The effect of ultrasonic irradiation on the skin 
penetration of a potent humectant, sodium hyalur

onate
The effects of ultrasonic irradiation on the skin-

moisturing and the skin penetration of sodium 
hyaluronate (HA) were measured in hairless rats. 
Ultrasound (2.15 MHz) with different power and 
pulse duty was applied for 10 min on the abdominal 
site which was pretreated with 1% HA for 3 h. 
Relative conductance on the skin surface was in
creased by the ultrasonication. The content of HA 
in the stratum corneum (measured using fluores
cence-labeled HA) was also increased by the treat
ment. In addition, a good relationship was observed 
between the two values. The ultrasonic treatment 
may be utilized as a new tool to increase the HA 

penetration and the humectant efficacy into and on 
the skin surface.
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肌あれや肌の乾燥を防止するために,現 在 グリ

セ リン,尿 素,乳 酸塩,あ るいはア ミノ酸類など

種々化合物が保湿剤 として用いられている1).し

かし,こ れら保湿剤は高湿度環境下では高い効果

を発揮するが,低 湿度環境下では効果が低 く,ま

た皮膚刺激を起 こしやすいことも問題 となってい

る.最 近,生 体由来の高分子であるヒアル ロン酸

ナ トリウム(HA)が 低湿度環境下でも保湿効果 を

有す るこことが明らかにされたが2,3),HAは 皮膚

に浸透 しにくいため,十 分な保湿効果を期待する

ためにはHAの 皮膚浸透性 を高める必要がある.

一方 ,適 度な強度の超音波照射 は皮膚への薬物移

行を増大 し4～12),たとえば局所 に適用した関節炎

や リウマチな どの治療薬の皮膚浸透性 を高め,治

療効果が改善されたことが報告されている7,8).

そこで本研究では,HAの 皮膚保湿効果増強を

期待 して,ヘ アレスラットにHAを 塗布 し超音波

(2.15MHz)を 照射す ることによって皮膚保湿効

果の増強 を図った.ま た,吸 収促進剤ι-メ ン トー

ルと超音波の併用効果10)についても試験 した.

方 法

(1)　 材料 と実験動物

医薬品グレー ドのHA(平 均分子量約80万)は

明治製菓 より提供 された.HAの 蛍光標識化剤で

‚ ‚é 6,  7-dimethoxy-1-methyl-2(H)-quinox-

alinone-3-propionohydrazide(DMEQ -

hydrazide)お よ び 縮 合 剤 で あ る1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochlor-

ide(EDC)は,そ れぞれ和光純薬工業およびナカラ

イテスクより購入 した.ま た,ι-メン トールは和光

純薬工業から購入 したものを用いた.そ の他の試

薬 はすべて特級 または分析用グレー ドを用 いた.

　 また,実 験動物 としては城西大学生命科学研究

セ ン ターで 生 産 され た雄 性 ヘ ア レス ラット

(WBNIHt,体 重300～350g)を 用いた.

(2)　 HAの 蛍 光標識化

　 DMEQ-hydrazideお よ びEDCを 用 い,　HAの

カ ルボ キシル基 を蛍 光標 識 した .す なわ ち,7.6

mg/ml HA水 溶 液50mlに ピ リジン1.5m1お よ

び9mg/ml EDC水 溶 液5mlを 混 合 し,1,24　 mg/

ml DMEQ-hydrazideの ジ メチル ホル ム ア ミ ド溶

液25mlを 加 えて室温 で2時 間撹拌 した .反 応液



に水50mlを 加 え透析 チ ュー ブに入れ,水 を外液

と して 透 析 を行 い 未 反 応 のDMEQ-hydrazide,

EDC,お よ び その他 の低分子物 質 を除去 した.透

析 は約12時 間ず つ4回 行 った.透 析 終了後,透 析

チ ューブ(Viskase Sales Carp., Chicago,USA)

内 の 溶液 を凍 結 乾燥 し蛍 光 ラベ ル化HA粉 末 を

得 た.

(3)　 超音波発生装置

2.15±0.04MHzの 超音波を発生する超音波発

生 装置(電 気的発振器,電 力計お よび トラ ンス

デューサー[先 端 は平 らな円形で2.3ま た は3.4

c㎡]か ら構成,第 一高周波工業)を 用いた.本 装

置は,超 音波発振器 のダイアルを調節することに

よ り,連 続波およびパルス波(10ms中 それ ぞれ

2,4,6ま た は8msのduty)を 発 生 す る ことが

可能 であ る,出 力 は超音波 の各 モー ドと各 トラ

ンスデ ュー サーにお いて安定 な最大値 の みを用 い

た.な お,超 音波 出力 はRooneyの 方 法13)に 従 って

測 定 した.

(4)　 角質表面水分量14,15)と角質内HA量 の測

定

角質内水分量は角質表面の電気伝導度 と相関す

ることが報告されている.そ こで,SKICON-20O

(IBS)を 用いて角質表面のコンダクタンスを測定

し,角 質内水分量の指標 とした.ま た,角 質内HA

量 は蛍光標識体を用 いて測定 した.

まず,ヘ アレスラツ トを25%ウ レタ ン溶液(6

ml/kg)で 麻酔 し,腹部 を除毛 したのち背位固定 し

た.腹 部を乾いた脱脂綿でよ く拭き取 り,37℃ の

水 を循環 した ガ ラスセル(有 効 透過 面積12.56

c㎡)を アロンアロファ(R)で接着した.コ ンダクタ

ンス測定の実験では,先 に試験溶液適用前の皮膚

コンダクタンスを測定しこれを初期値 とした.つ

ぎに,ガ ラスセル に水,1%HA(角 質内HA量 の

測定の際には蛍光標識体 を適当量添加 した),1%

ι-メントール,ま たは1%HA+1%ι-メ ン トール

水溶液10mlを 加え,適 用3時 間後から超音波を

10分 間照射 した.超 音波 トランスデューサー と皮

膚の距離は5mmと した.そ の後,た だちにセル

•\1 Comparison of ultrasonic maximum  powers among different conditions

•}

1 Typical time course of relative con-

     ductance on the surface of stratum cor- 

     neum after treatment with water, HA 

     and ultrasound

•›: water, •ž : ƒÇ-menthol, •¢ : HA, •  : ƒÇ-men-

thol and HA, •œ : ultrasound, ••Ÿ: ƒÇ-menthol 

with ultrasound, •£ : HA with ultrasound, •¡: 

ƒÇ-menthol and HA with ultrasound 

Ultrasonic irradiation condition : 3.4 c‡u tran-

sducer, continious 

Each data point represents the mean•}SE of 

three experiments.



内の溶液 を除き,残 ったHAを 乾いた脱脂綿で拭

き取 り,さ らに蒸留水で皮膚表面を洗ったのち,

再び乾いた脱脂綿にて拭 き取 った.

この時点をゼロ時間として経時的に皮膚のコン

ダクタンスを測定 した.コ ントロールの実験は,

超音波照射 を除きすべて同様に操作 した.角 質水

分量の指標 として,個 々のイニシャルコンダクタ

ンスに対する処理後のコンダクタンスの比,す な

わち相対 コンダクタンス(%)を 用いた.

また,HA量 の定量では,ま ず約4×5cmの 粘

着 テープを用いて20回 テープス トリッピングし

て角質層を剥離した16).つ ぎに,こ のテープを50

mlの 遠沈管 に入れ,ク ロロホルム/メ タ ノール

(1:1)混 液10mlを 用いてテープから角質を分離

した、テープを取 り除いたのち,溶 媒を減圧留去

し,角 質重量の指標 とした.つ ぎに,再 び同混液

および蒸留水各5mlを 加え,10分 間振盪 後,遠 心

分離 し水相 を分取 した.水 相を凍結乾燥 し,蒸 留

水0.5mlを 加えて蛍光標識HAを 再溶解 したの

ち,HPLC法 により蛍光標識HA景 を測定 した.

角質内HA量 は剥離 した角質重 量に対す る量 と

して算出した.

蛍光標識HAの 定量はHPLC(LC-10Aシ リー

ズ,島 津 製作 所)に よった.な お,カ ラム に は

Shadex Asahi pak GS-620HQ(旭 化 成),移 動 相

には0.1M塩 化 ナ トリウム を用いた.ま た,検 出

波 長 は励 起 波長365nmお よ び蛍 光447nm

と した.

結果 と考察

(1)　 超音波出力の測定

本実験で用いた超音波装置 は電気出力 をモニ

ターできるが,こ の値が トランスデューサーから

の超音波出力を反映 しているわけではない.そ こ

で,ト ランスデューサーか ら放射 される安定な超

音波最大出力を天秤法 により測定した.表1aお

よびbは,そ れぞれ直径3.4お よび2.3c㎡ トラ

ンスデューサーか らの超音波最大出力を示 してい

る.そ れ ぞれ のwave mode(10ms中2,4,6

また は8msのdutyの パ ル ス,お よび連続 波)に

関 し表1aとbの 結果 を比 較す る こ とによ り, ト

ランス デュー サー によ って超 音 波出力 に差が あ る

ことが 明 らか となった.ま た,3.4c㎡ トラ ンス

デューサー超 音 波 平 均 最 大 出 力 は54.92(2ms)

•\2  Comparison of relative conductance(%) at steady state after ultrasound 

     treatment with several conditions

Each value represents the mean•}SE of three experiments.

•\3 Effect of ultrasonic irradiatio on the HA content in stratum corneum

ng HA/mg stratum corneum 

control (non-ultrasound, without ƒÇ-menthol) : 32•}8 ng/mg 

Each value represents the mean•}SE of three experiments.



～225 .可2(continuous)mW/c㎡ の 範 囲 にあ るの

に対 し2.3c㎡ トラ ンスデ ューサ ーでは32.78(2

ms)～128.89(continuous)mW/c㎡ で あ り,超 音

波 出力範囲 に も差が あ るこ とが明 らか とな った.

以 後 これ らの超音波照 射条件 で実験 を行 った、

(2)　 角質表面水分量に対する超音波の影響

図1は,種 々処理後の角質層表面の相対 コンダ

クタンス(%)の 経時変化を示 している.い ずれの

場合 も,処 理直後に高 い相対コンダクタンス値を

示 し,1時 間以降にほぼ定常状態 となった.処 理

直後の相対 コンダクタンスは処理の違いにより値

が異なる傾向を示 したが,誤 差が 大きいため定常

状態の値(1～4時 間の平均値 を用いた)を保湿効

果の指標 として用いることとした.

まず,ι-メ ン トール溶液の適用のみや水 を適用

し超音波(3.4c㎡ トラ ンスデューサー,連 続波)

処理 した群では水処理 とほとんど同 じで,高 い保

湿効果は観察されなかった、しかし,HAの みの処

理では相対 コンダクタンス値がわずかではあるが

上昇 し,HAの 有用性坦確認 された.こ れに対 し,

HAにι-メ ン トール を併用す ると保湿効果が上

昇 し,こ れはι-メン トールのHA角 質浸透性の促

進 に起因 しているもの と推定された.こ れらの処

理 に対 し,HAに 前述の条件 で超音波の照射 を併

用すると著 しく高い効果が得 られ,超 音波照射の

併用が角質層の保湿性維持にきわめて有用である

ことが示唆 された.ま た,HAにι-メ ン トールを

併用 しさらに超音波 を照射する と,今 回試験 した

系のなかでは もっとも高い相対 コンダクタンスが

得 られた.

つぎに,超音波の照射方法(パ ルス波 または連続

波)や トランスデューサー面積 の膨響 についてさ

らに試験 した.そ の結果を表2に 示す.Dutyの 増

加 に従って相対コンダクタンス値 は上昇 し,連 続

波で最大の効果坦得 られた.ま た,ト ランスデュー

サーの比較では面積が広いほうが高い効果が得 ら

れることが示唆された.

(3)　 角質内HA量

前述の結果か ら超音波 がHAの 保湿効果を増

強することが示唆されたため,つ ぎに,蛍 光標識

HAを 用 いて超音波処理後 の角質層中HA量 を

測定 した.

表5は,そ れぞれ角質層中HA量 に対する種々

超音波照射条件の影響について比較 したものであ

る.超 音波 未処理 の ときの 角質 層 中のHA量

(32±8ng/mg)に くらべ,す べ ての超音 波処理 で

角質 層中HA量 が増 加 した.Wave modeが 同 じ

であ ると き,ト ランスデ ュー サーの面積 が大 きい

ほ う,す な わち超音 波 出力が高 いほ うが 角質 層中

HA量 が顕 著 に増 加 した.ま た,同 じ トラ ンス

デ ューサー で比較 する と,dutyが大 きい ほ どHA

量 は高 くな り,連 続波 で もっ とも高 いHA量 が得

ら れ た.さ ら に,ほ ぼ 同 じ 出 力 下(表1参 照)で

wave modeの 影 響 を比 較 した場 合,duty cycle

が 高 い ほ うがHA量 が 高 くな る こ と もわ か った

(55mW/c㎡ の ときP<0.05,約86お よ び約130mW

/c㎡ の ときp<O.01,出 力 値につ いて は表1

参照).加 えて,ι-メ ントールの併用によって超音

波照射(連 続波)の劾果はさらに増強し,角 質層中

HA濃 度 は約90Ong/mgと 今回試験 した系で は

最大値 を示 した.な お,ほ とん どのHAが ス ト

リッピングの最初 の数枚に存在 していたことと,

HAの 分子量が きわめて高い ことを考 えると,

HAは 角質細胞の隙間などに多 く分布 した もの と

推定 される.

以上 より,出 力が高 くかつdutyが 高いほど,ま

た浸透促進剤であるι-メ ン トールを併用 したほ

•}2 Relationship between HA content in 

     stratum corneum and relative con-

    ductance(%) 

Each data point represents the mean•}SE of 

three experiments.
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うが,HAの 角質移行性は高 くなると思われた.

つぎに相対 コンダクタンス(%)(表2)と 角質内

HA量(表3)の 関係 につ いてプロットした.結 果

を図2に 示す.相 対 コンダクタンスは角質内HA

量に依存する傾向が認められ,こ のことから保湿

効果 が角質内HA量 に関係 しているもの と思わ

れた.ま た,ι-メン トールが配合されているもの も

同 じ直線上にプロットされることが明 らかとなっ

た,

結 論

超音波照射 はHAの 皮膚保湿効果を増強 した.

さらにこの効果 はι-メ ン トールの併用によ りさ

らに改善された.ま た,こ れ らの保湿効果の改善

は角質内のHA量 の増加 に関係 してい ることが

示唆 された.
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