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抗 レ トロ ウ イ ル ス薬2',3'-didehydro-3'-deoxythymidine(D4T)

お よ び そ の エ ス テ ル プ ロ ドラッ グ の経 皮 吸 収性
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Percutaneous penetration of 2',3'-didehydro-3'-

deoxythymidine (D4T) and its ester prodrugs 

through rat skin

In an attempt to develop a transdermal therapeu

tic system for 2', 3'-didehydro-3'-deoxythymidine 

(D4T) and its lipophilic prodrugs, percutaneous 

penetration of the drugs was examined in rat skin. 

 The ability of penetration enhancers (Azone and 

/-menthol) to increase transdermal delivery of the 

drugs was evaluated in excised rat skin. Azone and 

1-menthol showed a significant enhancing effect on 

the penetration of D4T and its 5'-acetate (C2-D4T) 

at a concentration of 3 % in water. The penetration 

of 5'-octanoate (C8-D4T) was, however, hardly 

observed even in the presence of the enhancers. A 

D4T suspension containing 1-menthol (3 %) was 

applied on rat abdominal skin, and the plasma 

concentration was measured. D4T was detected in 

plasma at 12 hours after the application, and a 

constant plasma concentration (1-3 ƒÊM ) was 

maintained for 8 hours.
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後 天性免 疫 不 全症 候 群(acquired immunode-

flciency syndrome,AIDS)の 本 質的原 因 ウイルス

で あ るHIV(human immunodeficiency virus)

は,レ トロウイルスに属 し,そ の増殖 過程 で特徴

的なRNAか らDNAへ の転写(逆転写)を行 う.

この逆転写過程 には,レ トロウイルスに特有 の

DNAポ リメラーゼである逆転写酵素が関与 して

おり,こ の逆転写酵素は抗 レ トロウイルス薬の標

的となる.

逆転 写酵素阻 害 を作用機 作 とす る抗 レ トロウイ

ル ス 薬 と し て は,thymidineア ナ ロ グ の

zidovudine(azidothymidine,AZT)がAIDS治

療 に使 用 され て有 効性が確 認 され てい るの をは じ

め,同 じ く thyrnidine ア ナ ロ グ の2',3'-didehy-

dro-3'-deoxythymidine(D4T)やdeoxyinosine

ア ナ ロ グ の2',3-dideoxyinosine(DDI)の 評 価 が

進 め ら れ て い る.

これ らの核酸アナログは,い ずれも細胞中で リ

ン酸化されたあ と,正 常なデオキシヌクレオチ ド

と競合 して,逆 転写酵素を阻害する代謝拮抗型の

薬物で,し たがって,そ の作用はウイルス感染細

胞への薬物の接触濃度 よりも,む しろ接触時間に

依存する,時 間依存型薬物 と考 えられる.
一方,経 皮吸収型製剤は比較的少ない投与回数

で安定 した血中濃度が得られ る剤形 として,冠 血

管拡張薬な どの製剤がすでに臨床使用 されてお

り,24時 間以上にわたってほぼ一定の血中濃度を

維持 しうることが確認されている.こ のような全

身作用を目的 とした経皮吸収型製剤の特性は,長

時間標的細胞 に薬物 を接触 させることが求められ

る時間依存型薬物の投与剤形 として有望である.

筆者 らは,すでにzidovudineお よびその脂溶性

誘導体の皮膚透過性 について検討 し,臨 床応用の

可能 性 につ いて報 告 して きた1,2).本 報 ではHIV

の逆 転写 酵素 に対 してzidovudineよ りも高い選

択性 を示す とされる2',3'-didehydro-3'-deoxy-

thymidine(D4T)お よ びそ の エ ス テ ル誘 導体3)の



皮膚透過性 と経皮吸収型製剤の開発の可能性につ

いて検討した.

材料 と方法

(1) 化 合 物の合成

D4Tは 市 販のthymidineを 原 料 にHorwitzら

の 方法4)に 準 じて合成 した.D4Tの エ ステル化 は,

pyridine 中 N,N-dimethylaminopyridineを 触

媒 として酸無水物を用いて行い,シ リカゲルカラ

ムクロマ トグラフィーで目的物を分離・精製 した.

合成 した化合物はいずれ もNMR,MS,元 素分析

の結果が構造を支持し,HPLCに よる分析で単一

ピークを得た.

図1にD4Tと その誘導体の化学構造 を示す.

(2) 静注および経 口投与後のラット血中濃度

ネンブ タール麻酔下,雄 性 ウイスターラッ ト

(250～280g)に 頸動脈 カニュレーション を施 し

た.手 術後12時 間絶食させ,覚 醒下D4T 10mg/

kgを 尾静脈および胃内に投与 した.

投 与後 ラ ッ トをBol1manケ ー ジに固定 し,経 時

的に0.5mlの 血液 を採取 した.遠 心 分離で得 た プ

ラ ズマ 中のD4Tを 内部 標 準物 質1-(2'-deoxy-

3',5'-epoxy-β-D-threo-pentofuranosyl)

thymine(thymidine oxetane)を 含 有 す る酢 酸エ

チルで抽出した.酢 酸エチル層を分取 し,窒 素気

流によ り酢酸エチルを留去 した.残渣 をアセトニ

トリル(0.1ml)に 溶解 し,逆 相HPLCカ ラムで分

離,紫 外吸光(265nm)検 出器によって定量 した.

(3) ラット皮膚透過実験

雄性 ウイスターラットの腹部皮膚を除毛後,麻

酔下 に皮膚を摘出 した.有 効透過面積0.95cm2の

縦 型拡散 セル に摘 出皮膚 を装着 し,receptor側 に

生理食塩液,donor側 に薬物 の水性懸濁液 を注入

して,37℃ でreceptor側 を マグネ テ ィックス ター

ラー で攪拌 した.経 時的 にreceptor側 よ リサ ンプ

リング し,サ ンプル中 の薬物濃 度 をHPLCに よ っ

て定 量 した.

(4) 経皮投与後の ラツ ト血中濃度

雄性 ウイスターラットを背位 固定 し,腹 部 を除

毛後,有 効面積3.2cm2の ガラスセルを接着剤(ア

ロンアルファ)を用いて腹部に密着 させた.セ ル内

に薬物の水性懸濁液を投与 し,経 時的に鎖骨下静

脈 より採血(0.5ml)し た.プ ラズマ中薬物濃度を

上述(2)と同様 にHPLCで 定量 した.

(5) HPLC測 定 条件

HPLCに よ る化合物 の分析 には,つ ぎの溶出液

を 流 速1.0ml/minで 用 い た.D4T ; H2O :

MeOH : AcOH(85:15:0.2), C2-D4T ; H2O :

MeOH : AcOH(70:30:12), C8-D4T ; H2O :

MeCN : AcOH(30:70:0.2).

結果と考察

経皮投与型製剤を設計するための基礎実験 とし

て,D4Tを ラットに静脈 内 お よび経 口投与(10

mg/kg)後 の血 中薬物 濃度 変化 を測定 した(図

2).

D4Tの 静脈内投与時の生物学的半減期は35 .9

分 と短 く,経 口投与時のTmaxは15分,絶 対的バ

イオアベイラビ リティーは72.6%で あった.こ の

結果 は,持 続静注以外の通常の投与 方法で は,

図

l D4Tお よびその誘導体の化学構造

図2 経 口および静脈内投与後のラット血中濃度△: 

経口, □: 静脈 内



D4Tの 血中濃度 を長時間安定に保つこ とは困難

であることを示している.

D4Tの 皮膚透過性 と透過促進剤の影響につい

て,ラ ット腹部摘出皮膚 を用いて検討 した(図3).

D4Tの 水性懸濁液(溶 解度13.4mg/ml,40℃)か

らのラット皮膚透過には約10時 間のラグタイム

が 観察 され,そ の後7×10-3 μmol/cm2・hr前 後

の透 過(22～34時 間 の平均)が 認 め られた.皮 膚透

過促 進効果が報 告 され てい るAzone5,6)お よ びl-

menthol7)を3%添 加 す るこ とでD4Tの 皮 膚透

過(flux)は22～34時 間 の平 均 で,そ れ ぞれ10.9

お よ び17.7倍 促 進 された.

D4Tの 摘 出皮膚透過 を促 進 したl-menthol

3%を 含有す るD4T水 性懸濁液をラットの腹部

に適用 し,血 中D4T濃 度 を測定 した(図4).in

vitroの 結果 を反映 して,適 用後血中にD4Tを 検

出するまでに約10時 間を要 したが,12時 間目に

は最高血中濃度3.66μMを 示し,そ の後8時 間に

わたって1μM以 上の濃度 を持続した.

ラットの実験結果か ら臨床応用の可能性 を考え

るには距離があるが,in vitroに おけるD4Tの

HIV増 殖阻害濃度8)(0.5～1μM)以 上 を8時 間以

上維持したことは,D4Tの 経皮投与型製剤の開発

の可能性を示唆した と考える.

D4Tの 糖部5位 をアシル化 した誘導体につい

て,誘 導体の物理化学的性質 とラット皮膚透過性

について検討 した.実 験 に用いた誘導体2種 と

D4Tの 物理学的性質を表1に 示す.

acetate(C2-D4T),octanoate(C8-D4T)と もに

D4Tと 比 較 して ク ロロホルム― 水 間 の分配 率 が

向上 したが,融 点 の低 下 は得 られ ず,水 溶性 は分

配率の上昇に伴って低下 した.C2-D4Tお よびC8-

D4Tの 中性懸濁液か らのラッ ト腹部摘 出皮膚透

過性をD4Tと 同様 に測定した(図5,6).い ず

れの誘導体 も単独ではほとんど皮膚透過が観察 さ

れ ず,透 過促進 剤の 添加 を必 要 とした.C2-D4T

の皮 膚透 過 はAzoneお よ びl-mentholを3%添

加 する ことで,そ れぞれ0.25お よ び0.02μmol/

cm2・hr(22～34時 間 の 平均 flux)に 促 進 され た

が,C8-D4Tの 透過 はl-mentho1の 添 加 では促

進されず,Azneの 添加によってわずかに透過が

観察 された.ま た,C2-D4Tで はエステル誘導体

として透過する量が総透過量の30～50%を 占め

たのに対して,C8-D4Tで はエステル体 としての

透過は観察 されず,先 に報告 したこれ らエステル

誘導体の酵素的加水分解反応性3)を裏付ける結果

となった.

zidovudineを は じめ今 回検討 したD4Tな ど

2',3'-dideoxynucleoside類 に は逆 転写 酵 素阻 害

活性 を示す ものが多 く,AIDS治 療 薬 として有望

視 されて いる.し か し,こ れ らの化合物 は ウイ ル

スの逆転写酵素だけでなく,宿 主のDNAポ リメ

ラーゼ も阻害することが報告されてお り8),,この

ことが臨床における骨髄障害な どの重篤な副作用

の原因にな っていると考 えられている.D4Tの よ

図3 D4Tの ラット皮膚透過性

▲: 水. △: 3%-Azone. □: 3%-l-menthol

図4 l-menthol 3%含 有 D4T 水性懸濁液適用後の

ラット血中濃度

表1 D4Tお よびエステル誘導体の物理化学的性質

*

1) ク ロロ ホル ム : 水 , 25℃

*2) 水, 40℃
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うな時間依存型薬物で,し か もウイルス感染細胞

と宿主細胞に対 する選択性に問題 を有する薬物の

至適投与方法 を考える場合,生 体内薬物濃度 を標

的酵素は阻害するが,宿 主酵素は致死的には阻害

しない濃度に,で きるだけ長時間制御することが

重要 と考えられ る.経 皮吸収型製剤は少ない投与

回数で長時間血中薬物濃度を制御するのにすぐれ

た製剤であるが,一 般に皮膚の薬物透過性が低い

ことか ら,投 与量の多い薬物の全身作用性 の製剤

を設計するのは困難な場合が多い.

本報では,D4T経 皮吸収型製剤の開発の可能性

を検討することを目的として,基礎的実験を行い,

D4Tの 皮膚透過にはl-mentholが,ま たD4Tの

脂溶性エステル誘導体であるC2-D4Tの 透過促

進にはAzoneが 有効であることが示 された.ま

た,ラ ットを用いたin vivo実 験結果は適当な吸

収促進剤の存在下 に,臨 床効果の期待できる血中

濃度が得 られることを示 した.

本研究の要旨は,第6回 日本DDS学 会(長 崎)

で発表 した.本 研究費の一部は,文 部省科学研究

費補助金によるものである.

図5 C2-D4Tの ラ ッ ト皮膚 透 過 性

▲: 水. △: 3%-Azone. □: 3%-l-menthol

図6 C8-D4Tの ラ ッ ト皮 膚 透過 性

▲: 水. △: 3%-Azone. □: 3%-l-menthol


