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エタノールのヘアレスラット皮膚透過と

皮膚毛細血管血色素漏出性および

モルヒネ皮膚透過性の関係
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Relationship among permeation of ethanol, leaching of hemoglobin from capillary blood, and 

permeation of morphine hydrochloride in hairless rat skin

Relationship between permeation of ethanol and leaching of hemoglobin from capillary blood, 

as a possible index of skin irritancy, was examined in hairless rats. Ethanol solutions were applied 

in vivo on the abdominal skin for 5h and then content of Fe, instead of hemoglobin, in the 

application site was measured. Permeation of ethanol through the skin was examined in vitro in 

the corresponding condition. The index, i. e. Fe content in the skin, shows correlation with 

cumulative amount of ethanol permeated or maximum flux of ethanol through the skin, while that 

wasn't correlated with concentration and content of ethanol in the applied solution. Since a slow 

and continuous permeation of ethanol for 8h didn't damage the skin, the maximum flux is more 

important parameter for the effect of ethanol on the skin irritation than the cumulative amount 

of ethanol permeated. 

Relationship between permeation of ethanol and morphine hydrochloride (MPH) was also 

examined. The cumulative amount of MPH was correlated with the maximum flux of ethanol. A 

formulation containing ethanol should be designed carefully so as to attain effective skin permea

tion of drug while avoiding the occurrence of skin irritation.
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全身作用性の薬物の適用部位 として皮膚が有 用で

あることはすでに十分知 られているが,多 くの薬物

は皮膚透過性が低 く,そ の経皮吸収型製剤の開発に

は吸収促進の技術が必要 となる1).吸 収促進剤の使

用はその方法の一つであ り,多 くの新規化合物や既

存添加剤についてその吸収促進効果の検証が行われ

ている2,3).外用剤の添加剤 としてエタノールは,古

くから用いられてお り,そ の全身的な動態や毒性が

明確であることか ら吸収促進剤 として も有望であ

る4～7).すでにエタノールを含むエス トラジオールの

製剤が開 発 されてお り8),そ の使用は今後広がって

い くもの と考 え られ る.

しかし,エ タノールには蛋白変性や脱脂による局

所刺激性が あり,そ の使用に際しては,そ の促進効

果 と局所毒性のバランスを取 る必要が ある.し た

がって,高 い促進効果 と低い刺激性 を合わせもつ製

剤を開発するためには,吸 収促進作用に関 してその

様式やメカニズムを明らかにするだけでなく,皮 膚

刺激や組織の傷害に関しても同等な研究を行ってい

く必要がある9).

筆者 らは,す でに塩酸モル ヒネ(MPH)の 皮膚透

過がエ タノール と∫-メン トールの組合せ によって

効果的に増大することを示 し,その作 用様式やメカ

ニズムを明 らかにしてきた10～12).また,こ れ らの成

分 を含むMPHの 皮膚適用製剤を患者に適用 し,比

較的低い皮膚刺激で疼痛のコントロールが可能であ



ることを示 した13).しかし,エタノールや他の添加剤

による皮膚刺激などの組織への影響の発現機構 に関

して十分な情報 をすでに得ているわけではなく,よ

り広範囲な臨床使用における安全性 を確保するため

には,そ れらの組織傷害における作用様式に関 して

基礎的研究を積み重ねてい くことが必要である.

そ こで本研究では,エ タノールの作用のうち,血

管な どの組織の損傷 とその後の痂皮形成を伴うよう

な比較的強い作用 に着目し,ど のような適用条件に

おいてその作用があらわれるかについて検討を行っ

た.す なわち,実 験動物 としてヘアレスラッ トを用

い,エ タノールと∫-メントール を含む種々組成の溶

液を種々の容量で皮膚上に適用 し,組 織の傷害の程

度 を皮膚組織中の血色素の量 として鉄(Fe)を 測定

することにより判定 した.

方 法

(1) ヘア レス ラッ トへ の各溶液in vivo適 用

雄 性 ヘ ア レス ラ ッ ト(WBN-ILA-Ht,200～250

g)を ウ レタン(1.0g/kg)で 麻酔 して背位 固定 し,そ

の腹 部 に有効 面積3.36cm2の ガ ラス セル をア ロ ン

アル ファで接着 した.表1に 示す よ うに,各 溶液 のそ

れ ぞれ適用量 をセル中に加 え,蒸 発 を防 ぐように蓋

を した.溶 液 の適 用時間 は,麻 酔が維持 され る時間

とエ タノール の十分 な透過が得 られ る時間の両 方 を

考慮 して,5時 聞 とした.

適用終了,セ ルを取 り外 し,溶 液 を脱脂綿 で拭

き取 ったあ と,放 血致死 させ,有 効 面積部 の皮膚 を

皮下組織 とともに摘 出 した.摘 出 した組織 は,重 量

と厚 さを測定 した後 に一40℃ で凍結保存 した.

(2) 皮膚中のFeの 定量

皮膚 をはさみで刻 み,るつ ぼ に入 れ,ガ スバー ナー

で炭化後,電 気炉(500℃,3時 間)で 灰化 した.冷 却

後,塩 酸1m1,フ ッ化水素0.2mlで 一度溶解 した

後 ホ ッ トプレー ト(120℃)上 で蒸発乾固 し,再 度冷却

後 に塩 酸lmlを 加 え溶解 し,水 で25mlに 定容 し

た.

各溶液中のFe濃 度 は,高 周波プラズマ発光分析

装置(ICPS-1000,島 津製作所)を用いて測定 したl4).

(3) 摘出皮膚を用いた透過実験

ヘアレスラット腹部皮膚を摘出し,フ ランツ型セ

ルに装着 した.表1に 示す各組成に1%MPHを 添

加 し,in vivoと 同様な条件でセル中に適用し

た.受 容側は37℃ に保ち,1時 間毎に溶液を採取し

た.各 試料中のエタノール濃度を測定し,各 時間の

皮膚透過速度 と累積透過曲線 を得た.

実験の間で最 も高い透過速度 の値 を最大透過速度

(F max)と した.エ タノールの定量 には内部標準物

質 をイソプ ロパ ノール として,GC(GC-15A,島 津製

作所)を,MPHの 定量 には内部標準物質 をナロキ ソ

ンと して,HPLC(LC-6A,島 津製作所)を それぞれ

用 いた.

結果と考寮

未処理の皮膚 に関 し同様 な処置 を行 って測定 した

皮膚 中Fe含 有 量 は,O.57±O.35μg/cm3(±SD)で

あ った.エ タノール溶液で皮膚 を5時 間処理 したあ

とで は,こ の皮膚中Fe含 有量 の値 は,溶 液 の組成 や

適用条件 に よって大 きく変化 した.皮 膚組織の傷害

の原因 とな る基剤成分 として は,エ タノール と ∫-メ

ン トールが考 え られたが,各 適 用条件で∫-メ ン トー

ルの濃度が等 しく,ま た予備検討 において皮膚中Fe

含有量 と∫-メ ン トール皮 膚透過 量 の問 に相 関が な

か った こ とか ら,皮 膚 中Fe含 有 量 の違 い はエ タ
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ノールの影響の違いによると考えた.皮 膚中Fe含

有量の値 と適用条件である溶液中工タノール濃度お

よび工タノール適用量 との関係を表2に 示す.

溶液 中エ タノール濃 度 と皮膚 中Fe含 有量 との問

には明確 な関係が 認 め られず,皮 膚 の傷害の程度 を

エタノールの適用濃度 の違 いのみで説明す るこ とは

で きない(表2).皮 膚へのエタノール適用量 との関係で

みると,工 タノールの適用量の増加 に対 して皮膚中Fe

含有量が増加する傾向が認 められるが,処 方No.4:200

μ1/cm2適 用の場合 には明 らかにその関係が 異なってい

る(表2).今 回試験 した処方 のなかで,こ の処方 にお

いての み∫-メ ン トールが完全 に溶解 して いる.筆 者

らは以 前 の報告 で∫-メ ン トール とエ タ ノール を組

み合わせた吸収促進 系 において,そ の促進作用が∫-

メン トールの活量 に依存す るこ とを示 してい る11).

その こ とか ら,処 方No.4:200μ1/cm2適 用の場合,

吸収促進効果が低 く,皮 膚組織の傷害 も低か った も

の と考 え られ る.こ れ らの結果か ら,溶 液中エ タノー

ル濃度 やエタノール適用量 な どの適用条件か ら得 ら

れるパ ラメー タのみで は傷害性 の違 いを説明で きな

い と思 われる.

皮膚の傷害は,吸 収促進作用により基剤成分が皮

膚組織中に移行 して生 じるものと考えられる.適 用

する溶液中のエタノール濃度や適用 したエタノール

絶対量で皮膚傷害の強さが説明できない理由として

は,実 際に皮膚を透過するエタノールの量やその過

程が各条件での促進効果の違いにより異なっている

ことが考 え られ る.そ こで,各 条件 でのエタノール

の透過 をin vitroで 測定 し,皮 膚組織 の傷害 との関

係 について検討 を行 った.そ のパ ラメータ としては,

5時 間 までの累積 エ タノール透過量(Q5h)とF max

を用い,皮 膚 中Fe含 有量 との関係 を図1お よび図2

にそれぞれ示す.ど ち らのパラ メータを用いた場合

で も,プ ロッ トは一 つの曲線上 に収束 する傾 向が認

められ,そ の曲線 はどち らの場合 も,皮 膚 中Fe含 有

量 に最大値 がある飽和性 を示す形状 であった.

エタ ノー ルの皮 膚透過 に関係 す るQ5hとF　 max

の どち らが組 織傷害 において重要なパ ラメー タか を

知 るこ とは,製 剤設計 を行 ううえで有用な情報 とな

る.そ こで,表1に 示 した処 方No.1につ いて皮膚適

用量 を1ml/cm2と し,8時 間 まで適用 を行 って皮膚

刺激の変化 を評価 した.そ のエ タノールのin vitro

皮膚透過 プロファイル を図3Aに 示 す.

図3Aに は,比 較 のた め処 方No.3:200μl/cm2

適 用 と処方No.2:100μl/cm2適 用 につ いて も併せ

て示す.処 方No1:1ml/cm2適 用 では,F maxの

値 は他 の2条 件 と比 較 して最 も低 いが,適 用時 間が

なが くまた基剤中のエ タノール濃度 の減少が遅 いた

め,エ タノールの透 過が持続 的で,累 積透過量 の値

で は最 も高 い.こ の3条 件 での皮膚 中Fe濃 度 の比

較 を図3Bに 示す.

処方No.1:1ml/cm2適 用が その値 が最 も低 かっ

た.3時 間の適用時間の延長 に よ り回復過程 に移 り

傷害の程度が低下 した とは考 えられ ないので,組 織

傷害 に関係す るエタ ノールの透過パ ラメータ として

はF maxが よ り重 要であ る と考 え られ る.こ の結

果 は,今 回評価 した ような血管の傷 害 を伴 うような

強 い作用が エタノールの皮膚 中濃度 と関係 している

ことを示唆 してい る.エ タノール の皮膚中濃 度は角

質層 を透過 して皮膚 に浸入 す る速度 と血流に よって

皮膚 か ら運 び去 られ る速 度 のバ ランス によ り決定

し,角 質層透過速度 の増加 は皮膚 中エタノール濃度

の増加 を引 き起 こす.し たがって,F max値 の違 い

は皮膚 中エ タノールのC maxの 違 い と考 え ること

がで き,あ る一定濃度以上のエタノール溶液 におい

て蛋白質が変性す る とい う事実 と考 え合 わせ る と,

F maxが 重要 なパ ラメータで ある という結論 は妥

当であ るように思わ れる.F maxの 値が大 きくは違

•\2  Relationship between concentration in applied solu-

tion or applied volume of ethanol and Fe in skin 

after 5h



•}1 Relationship between cumulative amount of ethanol 

permeated through hairless rat skin in 5h, Q5h, and 

Fe in skin after 5h 

Symbols are shown in Table l. Each plot represents the 

mean•}SD(n=3-6).

•}2 Relationship between maximum flux of ethanol through 

hairless rat skin, F max, of ethanol and Fe in skin after 

5h 

Symbols are shown in Table l. Each plot represents the 

mean•}SD(n=3-6).

•}3 Permeation of ethanol through hairless rat skin(A)and Fe in skin(B)after application 

of ethanol solutions 

•œ•@ethanol 30%,•ç-menthol 5%, applied 200 ƒÊl/cm2:No.3 in Table l•E(A)•ž,n=6;(B)a, 

n=3 

•œ ethanol 20%,PEG400 25%,•ç-menthol 5%,applied 100 ƒÊl/cm2:No.2 in Table l•E(A)• , 

n=6;(B)b,n=3 

•œ ethanol 10%, PEG400 25%,•ç-menthol 5%, applied l ml/cm2:No.1 in Table l•E(A)•£,

n=3;(B)c,n=3
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