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はしがき

　薬物治療の進歩に伴い、微量で強い治療効果を発現する反面、副作用も強い

薬物が増えてきており、これと併行して、投与方法や投与剤形に工夫が必要な

薬物も多くなった．また、このような状況下に、薬物の有効性と安全性、さら

には信頼性に関して高い保証を与えるために、薬物の投与形態を最適化しよう

とする考え方が強く認識され始め、薬物の体内動態の精密制御を目的とした新

しい投与形態、いわゆるドラッグデリバリーシステム（Drug　Delivery　System：

DDS）が開発された．　DDSは投与の方法や剤形を工夫し、体内での薬物の働き

を時間的かつ空間的にコントロールすることによって、最高の治療効果を得る

ことを目的とした薬物投与技術である．古来から局所における薬物治療法のた

めに用いられてきた皮膚適：用製剤も皮膚から全身循環系に薬物を吸収させるこ

とにより経皮治療システム（Transden：nal　Therapeutic　Syste皿：TTS）というDDS

を生む土壌になった．TTSは薬物の長時間に亘る放出制御はもちろんのこと、

肝臓等での初回通過効果や消化管での副作用を回避でき、投与の開始や中断が

容易であるなどの多くの利点を有している．しかし、皮膚の最外層にある角質

層が薬物の皮膚透過において律速となり、TTSに用いることができる薬物は限

られている．そこで、角質層での薬物の低い透過性を克服するために様々な経

皮吸収促進法、すなわち、経皮吸収促進剤の利用、プロドラッグ化、さらには、

iontophoresis、　electroporation、　phonophoresis等の物理的方法が試みられている．

　すでに、摘出されたヒト皮膚を用いたin　vitro薬物透過性試験がアメリカ合

衆国などで盛んに行われている．しかし、このようなヒト組織を用いた実験は

倫理的な観点から我が国を含むすべての国において必ずしも使用できるとは限

らない．このため、動物、特にラット、モルモット、さらにはミニブタ等が薬

物経皮吸収評価用動物として使用されている．また、動物実験と併行して、実

験動物を用いた皮膚透過データからヒト皮膚透過性への外挿法に関しても研究

されている．Morimotoらは類似した分子量を持つ物性の異なった17薬物の

ヒト皮膚とヘアレスラット透過性を評価し、ヒトとラット皮膚透過性は水溶性

薬物では数倍異なったが、脂溶性薬物ではほとんど変わらなかったと以前に報

告している．しかし、広範囲な物性を持つ薬物すべてに対応できる適切な外挿

法はいまだ確立されておらず、さらに、実験動物の使用自体も動物愛護の観点

から問題視されつつある．そこで、ヒトまたは動物皮膚を介した薬物透過性の

代替評価法の確立が急がれている．すでに、シリコーンの単独膜やシリコーン

とpoly一（hydrexyethyl　methacrylatc）の合成膜が生体膜透過性を見積もるための

代替膜として用いられてきた．しかし、これらの人工膜では当然のことながら

生体膜特有の生理機能が欠如しているため、経皮吸収促進効果、皮膚代謝能、



さらには皮膚刺激性等を評価することができない．

　近年、Combinatorial　ChemistryやHigh　Throughput　Screeningの進歩に伴いリ

ード化合物を探索し開発することが容易になった．これらの新しいシステムに

より強い薬理活性を見込んだ薬物選択が可能となったが、生体膜透過性の評価

の迅速化が未だ進んでおらず、ここが医薬品開発の律速過程となっている．

　TTSを初めとする外用剤の製剤技術や薬物の皮膚透過促進法の研究が進む一

方で、仕事中に暴露される溶媒や中毒物質の経皮吸収に関しても研究がなされ

ている．労働環境の改善の立場から、溶媒や忌避剤であるN，N－diethy1－rn“ny

toluam．ideなどの経皮吸収を極力抑える努力もされている．このような物質の

経皮吸収性の評価にも、ヒト皮膚透過性を知ることが重要である．

　一方、TTSの開発には主薬や添加剤、さらには製剤全体の皮膚刺激性の評価

も必要である．皮膚刺激性に影響を与える因子として化学物質の種類や濃度、

さらには接触時間等がある．一般に皮膚刺激による反応は用量：相関性が高いと

いわれている．しかし、皮膚刺激を引き起こす作用機構はまるごとの生体組織

を用いた実験系では多様化するため、容易に評価することが困難となる．そこ

で、刺激性を単純化して予想することも必要と考えられる．

　近年、多くの種類の培養生体膜が薬物の膜透過能を左右する決定因子を検討

するために使用されてきている．Caco－2やCalu－3膜は腸や肺由来の上皮細胞

膜で、培養生体膜の代表例である。培養皮膚はこれら上皮細胞単層膜と異なり、

角化細胞と繊維芽細胞からなる三次元型の培養細胞膜である．このようなヒト

培養皮膚モデルを用いて試験することで、ヒト皮膚透過性や傷害性（刺激性）

を簡便に予測できる可能性がある．

　本報告書では、薬物のヒト皮膚透過性と刺激性を簡潔に予測する方法として、

実際の皮膚組織に最も似ているといわれている培養ヒト皮膚モデルの1つであ

るLiving　Skin　Equivalent－high（L　SE・high）（東洋紡績、バイオ研究所、敦賀、福

井）を使用して研究した．この皮膚モデルは培養されたヒト表皮細胞と繊維芽

細胞からなり、重度火傷の治療への適用が検討されている．ここで示した

LSE－highはOrganogenesis　i±で開発されたLSEを原型とするが、薬物皮膚

透過に対するバリアー能が：LSEと比較して約3倍ほど強くなっている．

　そこで、まず第1章では：LSE－highの薬物の皮膚透過性評価材料としての有

用性を、さらに、第2章では、LSE－highの皮膚刺激性評価材料としての有用

性について評価した．
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第1章 薬物の皮膚透過性評価材料としての三次元培養
ヒト皮膚モデル（LSE・high）の有用性

第1節　薬物のies　vitreヒト皮膚透過性評価材料としての：LSE・

highの有用性’）

　皮膚に適用する製剤は皮膚および近傍組織の薬効を期待するものから薬物が全

身循環系に移行した後に薬効を発揮するTTSがあり、それぞれ薬物治療の重要な

位置を占めている2）．これら皮膚適用製剤の開発では、ヒト皮膚透過性を測定ま

たは予測することが重要であると指摘されている．しかし、ヒトの加卿。結果は

臨床試験まで待たねばならず、in　vilro試験には組織摘出に係わる倫理的な問題の

ため全ての国で自由に使える状況ではない3）．一方、動物データからヒトへの外

挿法やanimal　scale　upが種々検討され、一応の成果が収められているものの4・　5）、

予測の精度が良好でないとの指摘がある．さらに実験動物自体の使用にも問題が

投げかけられ、動物実験代替法の確立が急がれている．加えて、医薬品の候補化

合物の選択はCombinatorial　Chemistryの手法の進歩に伴い高速化してきている．

そのため、これに対応した生体膜透過性や吸収速度の測定、さらにはそれに続く

製剤化が新たな開発の律速段階となっている．皮膚適用薬に関してもHigh

ThrOughput　Screeni㎎Systemの確立が急がれ、そのため特に、皮膚透過性を

迅速に評価することが必要である．

　三次元培養皮膚モデルは組織工学・再生医学の領域から生まれたもので、繊維

芽細胞を包埋したコラーゲンゲルからなる真皮と多層分化した角化細胞からなる

表皮を有する。これは特に重傷のやけどや創傷治療への有用性が期待されている6）．

　そこで、本章では三次元培養皮膚モデルの薬物の皮膚透過性の評価材料として

の有用性について検討した．すなわち、種々薬物の三次元培養皮膚モデル透過性

とヒトおよびヘアレスラット摘出皮膚透過性を比較し、相同性と相違性について

速度論的に評価した．なお、三次元培養皮膚モデルとしてはLSE－highを用いた．

また、モデル薬物に、アミノピリン（AMP）、アンチ’ピリン（ANP）、安息香酸（BA）、

カフェイン（CAF）、フルルビプロヘン（FP）、二硝酸イソソルビド（ISDN）、一硝

酸イソソルビド（ISMN）を用いた．
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LSE－high、ラットおよびヒト摘出皮膚を介した種々薬物の皮膚透過性の比較

　本研究の目的の一つはLSEhighを用いたin・vitro皮膚透過性からヒト摘出皮膚

透過性を見積もることである．したがって、ilz　vitro皮膚透過実験に用いた薬物に

関してなるべく多くの情報を得ることが重要である．そこでまず、7種類の薬物

の皮膚透過実験をLSE－high、ヘアレスラットおよびヒト摘出皮膚を用いて行った．

　Fig．1a，　bおよび。はそれぞれLSEhigh、ヘアレスラットおよびヒト摘出皮膚

を介した7種類の薬物の累積透過量一時間曲線を示す．ANPを除いて3つの

皮膚すべて同じ縦軸のスケールで表現することができた．一方、横軸のスケール

はヒト皮膚およびヘアレスラット皮膚が8時間に対し、LSEhighは。．5時間で

ある．Fig．1b，　cに示すように、ヒト皮膚とヘアレスラットを介した各薬物の皮膚

透過性はよく類似していた．また、LSEhighの05時間までの各薬物の累：積透過

量はヒトおよびラット皮膚の8時間までの累積透過量と類似しており、LSE－high

の方が後者より16倍程度高い透過性を示すと考えられた．Lag　timeと次に続く

定常状態fluxはヒトおよびヘアレスラット皮膚同＝様、　LSBhighでも見られた．

水溶性薬物（ANP、　CAFおよびISMN）の累積皮膚透過：量一時間挙動は下に凸の

形になった。一方、脂溶性薬物（AMP、　BA、　FPおよびISDN）では水溶性薬物の

データに比べて累積皮膚透過量が時間に対して直線的に増加する傾向を示した．

このため水溶性薬物は、脂溶性薬物に比べlag　timeが大きい値を示すことが明ら

かになった．
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（1）薬物の皮膚透過に対するLSE－highおよびヘアレスラット皮膚の透過律速

　　　層の検討

　　薬物の皮膚透過過程は複数のバリアー層、すなわち：角質層（sc）とそれ以下の

生きている表皮（ve）と真皮（vのの透過からなると仮定することができる7）．その

模式図をFig．2に示す．メインバリアーがいずれかの層に存在すると仮定すれば、

薬物の透過挙動から、Fick’sの拡散式を用いて透過律速層を評価することが可能

である．
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　Fig．3に角質層を除去したLSE－high、　LDMおよびテープストリッピングした

ヘアレスラット皮膚（角質層を取り除いた皮膚）を介した薬物の累積透過量一時

間曲線を示す．これらの膜においても1ag　timeとその後の見かけの定常状態伽x

が観察された。
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Fig．3　Time　course　of　changes　in　cumu1就ive　amount　of　ISDN　and　ISMN　that　pe㎜eated

through　each　layer

Each　point　represents　the　mean　±　S．E．　of　3　experiments．

各層の透過抵抗は（1）式として表すことができる．

⊥
㌦

十－
τ

　
瓢－

可♂♂溝
　
＝　

α
罵 （1）

　IsMNおよびIsDNの各層の透過抵抗をFigs．1、3の透過プロファイルと式（1）

から求めた．その結果をTable　1に示す．ヘアレスラット皮膚を介したISMNと

ISDNの透過に関する角質層の抵抗比R、ノR．tはそれぞれ0．954と0．947である

ことから、以前の報告8・　9）と同様に透過抵抗は角質層にあることが明らかとなった。

一方、LSE－highでのRs／R、。、はISMNで0．748、　ISDNでO．661であった．また、
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LSE－highとヘアレスラットの角質層の透過抵抗を比較したところ、両薬物共に

LSBhighよりもヘアレスラットの方が約10－20倍高かった。さらに、両皮膚に

おけるISMNとISDNのR。edはほとんど等しく、LSE－highとヘアレスラット皮

膚の違いは角質層の透過抵抗にあることがわかった．そこで、：LSE－highの表皮層

の抵抗比（Rs、＋R。、♪／R．tを求めたところ、　ISMNでO．e94、　ISDNで0．935であっ

た．以上より、全抵抗のほとんどはLSEhighの場合は表皮層にあり、ヘアレス

ラットでは角質層にあることが示唆された．

Table　1　Permeation　resistancea）of　ISMN　and　ISDN　in　each　skin　layer

Sk加　　RtOt Rsc Rve Rved Rvd R、ノRt。t Rse＋Rve／Rtot

Rat

ISMN　10．270　9．799

（XIO6　s／cm）

ISDN　29．123　27．565

（X10‘　s／cm）

O．471

1．558

O．9M

O．947

LSEhigh

ISMN　O．984　O．736

（XIO6　s／cm）

ISDN　2．073　1．371

（XIO‘　s／cm）

O．242

0．632

O．ms　O．eO943　O．748

0．702　O．0703　O．661

e．ep4

O．SB5

a）　Excised　hairless　rat　skin　and　LSE一一high　consist　ef　multiple　layers．　The　resistance　to

d皿lg　permeation　in　each　layer　was　supposed　to　be　the　reciproca1◎f　the　permeabi｝ity

coefficient　through　the　layer．　Abbreviations；sc；stratum　comeum，　ve；viable　epidemis，

ved；viable　epidemis　and　demis，　vd；viable　deimi　s
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（3）透過パラメータによる解析

　前節で示したように、ヘアレスラット皮膚の薬物透過抵抗のほとんど（90％以

上）が角質層にあり、LSEhighでは表皮層であった．このことから、これらの皮

膚を一枚膜と仮定し、薬物の皮膚透過性を比較するために、Fickの拡散式を用い

て皮膚透過の速度論的パラメ・・・・…一タを以下の方法により算出した．

　角質層側に適用した薬物濃度をC。’、皮膚内の表面濃度をC。とすると、薬物の

皮膚／基剤問分配率KはCdC。’となる．また、薬物の皮膚中拡散定数をD、薬

物の拡散距離（皮膚の厚さ）をしとすると、単位面積当たりの薬物透過量gは

時間tの関数としてすでに示した（2）式で表される．

c篇
ｩD∫÷轄解鰍一葡，・）｝

（2）

　ここで、D㌧D／L2は拡散パラメータ、　K’・＝K②Lは分配パラメータである．

　したがって、薬物の皮膚透過データを（2）式に非線形最小二乗法にあてはめる

ことによりP’およびK’を算出することができる．また、透過係数Pは次式よ

り算出した．

　DKP＝“　＝DeK
　　L

（3）

　Fig．1の透過データを用いてこれらの式から得られたパラメータをTable　4に

まとめて示す．表から明らかなように、すべての薬物において：LSEhighとヘア

レスラットの分配パラメータは類似していた．一方、拡散パラメータはLSE－high

の値はヒト皮膚やヘアレスラット皮膚の値よりも10－50倍高かった．Table　4に

は主バリアー膜に対する見かけの分配係数と拡散係数も一緒に示した．見かけの

分配係数と拡散係数は透過制御膜の厚さを、LSE－highでは150μm、ヒト皮膚で

15．4μm、さらにヘアレスラットで18．2μmとして計算した。LSE－highの表皮層

中の各薬物の見かけの拡散係数はヒトやヘアレスラットの角質層中の拡散係数よ

りも大きい値となった．また、LSE－highの見かけの分配係数はこれらの摘出皮膚

よりも大きい値となった。すなわち、3種の皮膚で各薬物の分配パラメータは同

じであったのに対し分配係数が異なったのは、各皮膚のバリアーの厚みの違いが

8



関係しているためであると考えられた．なお透過騰（分配パラメータと撒

パラメーータの積として求めた）の結果もTable　2に示した．
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Table　2　Diffusion　and　paniti　on　parameters　of　7　drugs　on　each　skin

Skin Aminopvrine Anti”vrine Benzoic　acid Caffeine
D張工s蓬。叩ara繊eter（11s）a）

LSE－high

Rat　ski塾

H慧撮a且s㎞

2．796　x　10－3　（±　2．3　x　10－4）

1．980　x　104　（±　5．9　x　106）

1．471xle4

2．168x　10－3　〈±　1．3　x　10S

1．3叢5xユ04（士7，6x10一う

1．268x　le4（±　6．1x　10一｛）

4．971　×　lo－3　（±　1．4　x　le3）

2，494　x　le－4（±　2．4x　to5）

2．612　x　104（±　1．2　x　le5）

2．336　x　10’3（±2．3　x　IQ－3）

7．991　x　le5〈±go　x　lo－5）

1．965　x　104

δ

　Ratie　of　LSE－high　IRat　skin　14．1　16．5
、齢婆ξ癖9理藍羅欝；鵬喜ノ耳醤憩靱∩§璽陪蝕墓6譜2‘9翰．b、…瓢…も、、傾も、齢凸…‘．心，9エユ

　Partitio轍pa貰mleter（c簸）a）

　LSE－high　1．717×10－2（±1．9　x　lO－b　3．470x　lO－3（±8．1×10－S
　Rat　skin　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　玉．493　x王0”2（＝ヒ1．O　x　10輌3）　　　　　2．6aS　x　le－3〈＝と1．3　x　10胴う

　Huma薮ski鍛　　　　　　　　　　　　　　　　　2．326　x　10鴨2　　　　　　　　　　　　　　　2．994　x　10幽3（±9．2x10綱う

Ratio　of　LSE－high　／Rat　skin
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Skin ISDN ISMN Rurbiprofen
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1．6‘13x10－6（±3．9xle－8）

1．112x10－7（±8．Ox10－9）

1376x10’7（±i．3xle－8）

2。036xユ0り4（：ヒ1．7x王0幽5）

8，122x　le－6〈±1．Oxle－6）
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a）　Diffusien　and　partition　parameter　for　each　drug　were　obtained　by　curve　fitting　of　the　permeation　data　through　skin　teeq．　3．

b）　Permeabillty　coefficient　was　calculated　by　paftition　parameter　x　diffusion　parameter．

c）　Barrier　thickness　was　set　to　150pm　for　tetal　epidermis　of　the　LSE－hi　gh　and　18．2ptm　and　15．4　pm　for　stratum　cerneurn　of　human　and　hairless　rat　skin　for　determinaticn　of

the　diffuslcn　and　partition　coefficients．



（4）LSE－high、ヘアレスラットおよびヒト皮膚を介する薬物透過性の関係

　薬物のLSEhigh透過性からin　vitroヒト皮膚透過性を見積もるためには、

LSEhighとヒト皮膚の透過係数の相関性を知ることが非常に重要となる．
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Fig．4　Relationships　of　membrane　permeability　coefficient　of　drugs

Human　skin　v＆LSE－high，1◎gPh臨。。，ki鍛＝0．99110gP認闘gゼ1．228，　r＝α985（a），　rat　skin　v5．

LSEhigh，　logPrat　skin　＝　1．018iogPLSE－high　一一　1．191，r　＝　O．986　（b），　and　rat　skin　vs．　human

skin，　logPhuman　skiR　＝　1．01710．qPrat　skin　＋　7．821　x　10－3，　r　＝　O．991　（c）．　The　open　symbols

show　the　previous　data　17）

Each　point　represents　the　mean　±　S．E．　（n＝3）．

Fig．4はそれぞれの膜を介した各薬物のPを比較したものである．図から明ら

かなように、ヒト皮膚とラット皮膚を介するP間と同様、LSE－highとヒト皮膚

を介するP、及びLSE－highとラット皮膚を介するPの間には良好な相関性が得

られた．すなわち、ヒトとラット皮膚の各薬物のLogP間にはほとんど1：1の

相関が得られたのに対し、LSE－highとヒトおよびラット皮膚問でのLogPの関係

はLSEhighが1オーダ高い方ヘシフトする形となった．また、ヒト皮膚のLogP

はLsBhighのLogPを用いて以下のように表すことができた．

LogP襯、鋤、議0992●LogP加接毎8海一1228 （4）

この（4）式を用いることで、LSE－highからヒト皮膚の薬物皮膚透過性を予測す

12



ることが可能であろう．

　Morimotoらは類似した17種の薬物のヒト皮膚およびヘアレスラット皮膚透過

性を試験し、PとKowの関係を解析することによってヒトおよびラットの角質層

は2つの領域または2つの薬物透過経路から構成されていることを証明した10）．

Fig．5に各i薬物のLogKowとLogPの関係を示す．この図には、　Morimotoらに

よって報告されたヒト皮膚とラット皮膚の皮膚透過係数のデータも含まれている．

ヒト皮膚とヘアレスラット皮膚のLogP　一　LogKow曲線はほぼ等しい挙動を示した．

一一禔ALSEhighにおけるLogP　一　LogKow曲線、は図の上方ヘシフトした．また、ANP

のLSE－high透過性は、他の6つの薬物のデータからわずかにはずれた．これは、

ANPが本研究における最も水溶性が高い薬物であることから水溶性領域または経

路がLSE－highの角質層にも存在する可能性を示唆していると思われる．

13
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Fig．　5　Relationships　betw　een　permeability　coefficient　for　three・一dimensional　LSBhigh，

excised　hairless　rat　or　human　skin　and　n－octaRol／physiological　saline　一一一　partition　coefficient

of　drugs

△，LSBhigh；⑫，○，　the　excised　hairless　rat　skin；團，□，　excised　human　skin．　The

open　symbols　show　the　previous　data　M．　S　olid　lines　repre＄ent　the　estimated　curve，　P

（cm／s）　＝　1．158　x　10－7　KowO’82‘　＋　1．29　x　10”8　in　human　skin　and　P　（cm／s）　＝　2．158　x　10－7

Kowe・0682＋9．29　x　10－9　in　rat　skin．　Each　point　represents　the　mean±S．E・（n＝3）・
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（5）小括

　本節に示した実験結果より、LSE－highは薬物のヒト皮膚透過性の評価材料とし

て利用できること、また、薬物のヒト皮膚透過性を短時間で評価できることが示

唆された．さらに、式（4）を用いることで、LSE－highからヒト皮膚透過性を簡便

に予測できることが示唆された。一方、LSEhighとヒト皮膚のバリアー機能およ

び薬物透過特性に相違があることも明らかになった．

15



第2節　皮膚透過促進剤のスクリーニング材料としてのLSE・
higkの有用性11）

　TTSはすでにDDSの一つの柱となっている．しかし、皮膚は本来体外からの

異物の侵入に対する保護バリアーとして機能しているため、消化管粘膜等に比べ

て一般に薬物の透過性は低い．したがって透過性が高い薬物を選択することがTTS

を開発する上で極めて重要となる．

　前章で述べたように薬物の低い皮膚透過性を改善するため、すでに種々の透過

促進法が研究されている．なかでも、角質層のバリアーとしての性質を変えるこ

とによって薬物の皮膚透過性を増大させる機能を持つ皮膚透過促進剤を開発する

試みが活発に展開されており、テルペンwa　12）、アルコール類　i3）、脂肪酸類ゆなど

やそれらの併用1＄により高い皮膚透過促進効果が得られることが証明されている．

第1節において、著者は7種類の薬物を用いてLSE－high、ヒト皮膚およびラッ

ト皮膚透過性を検討し、ラットとヒト皮膚の8時間とLSEhighの。．5時間の薬

物透過量がほぼ等しいことを明らかにした．そこで本章では、薬物の皮膚透過促

進剤の効果をLSEhighを用いて評価した．得られた結果をヘアレスラットを用

いた試験結果と比較し、LSE－highの有用性を考察した．なお、本実験では、前章

で取り上げた薬物の中からそれぞれ水溶性と脂溶性の薬物であるISMNとISDN

を用いた．また、皮膚透過促進剤にはすでに有効性が確立されているアジピン酸

ジイソプロピル、オレイン酸、1一メチルー2一ピロリドン、1一メントール、ミリスチン

酸イソプロピル、ラウリルアルコールおよびd一リモネンを用いた．

16



（1）LSE－highとヘアレスラットの皮膚透過性に及ぼす皮膚透過促進剤の効果

　Fig．6に各皮膚透過促進剤適用時のIsMNとIsDN累積透過量一時間曲線を示

す．各皮膚透過促進剤添加時の皮膚透過速度の促進効果およびlag　timeの短縮効

果がラット摘出皮膚と同様にLSE－highにおいても観察された．また、促進効果

はISDNよりISMN透過で高い値が得られた．さらに、皮膚透過促進剤の効果は

LSE－highよりラット皮膚の方が高く出る傾：向が見られた．
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e，　isopropyl　myristate；　O，　oieic　acid；　O，　dii＄oprepyl　adipiate；　e，　1－methyl－2－

py∬olidone；△，1・一menthol；△，Iauryl　alcoho1；◇，　d－limonen；闘，contro1，

Each　value　represents　the　mean　±　S．E．　of　3　experiments．
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3）LSEhighとヘアレスラットの皮膚透過性に及ぼす1一メントールの濃度の影響

　Fig．6で最も促進効果の高かったz一メントールを用いて、促進効果に対する濃度

依存性を調べた．Fig．7に1一一メントール濃度に対するISMNとISDNの累積透過

量を示す．ISMNでは、　LSEhigh、ラット皮膚共に3％まで濃度依存的に促進効

果が増加したが、それ以上では減少した．一方、ISDNではLSE－high、ラット皮

膚共に10％まで濃度依存的に促進効果が増加した．
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Each　value　represents　the　mean　±　S．E．　of　3　experiments．
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4）LSEhighとヘアレスラットの皮膚透過性に及ぼす皮膚透過促進剤の効果の比

　較

　LSE－highとヘアレスラット皮膚に関してコントロール（促進剤なし）に対する

各促進剤併用時の薬物の定常状態fiux比（enhancing　factor：EF）を求めた．　Fig．8

に両皮膚問の関係を示す。LsE－highとラット皮膚でIsMN、　IsDNに対する各促

進剤の促進効果のランクオーダはほぼ等しく、温点の直線は有意な相関性（ISMN：

r＝O．944：p＜0，05，ISDN：r＝0．968：p＜O．05）を示した．また、用いた促進剤の中では1一

メントール、d一リモネン、ラウリルアルコールそしてオレイン酸の順で促進効果が

高かった．
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Each　value　show　s　the　applied　1－menthol　concentration．
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5）小括

LSE－highは、皮膚透過促進剤のスクリーニングに利用できることが示唆された．

また、LSBhighを用いることで皮膚透過促進剤のスクリーニングを今までより短

時問で評価できることが示唆された．さらに、LSE－highとラット摘出皮膚のバリ

アー機能の違いに注目すると、LS：E－highと摘出皮膚を用いた促進剤の促進比から

促進メカニズムの評価にもこの培養ヒト皮膚モデルが使用できると思われた．
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第3節　においセンサー（水晶発振子）

法に関する検討1bl

を用いた薬物の迅速定量

　すでに第1章において、三次元培養ヒト皮膚モデルを用いて皮膚透過実験を行

うことによってラット皮膚やヒト皮膚を介した薬物の皮膚透過性を約10－20倍速

く評価できることを報告した1）。しかし、薬物の測定は一般にHPLCを用いて行

うため、一連の透過サンプルの測定が終わるまでに数時問から数十時間を要する．

したがって、本編の最終目標の1つであるCombinatodal　ChemistryやHrSに対

応する皮膚透過性の迅速評価を可能にするためには皮膚透過した薬物の測定時間

まで迅速化する必要があると思われる．

　そこで、著者はエレクトロニクスの分野でマイクロバランスとして知られてい

る水晶発振子に着目した17・　18）．これは水晶発振子の電極上に脂質膜を被覆し、そ

の被覆した脂質に分子が吸着して、吸着量分だけ振動数の減少が起きるもので、

すでにこの原理を利用して、匂い、苦味分子の測定センサーが現在実用化されて

いる．

　本節において、著者はニオイセンサーを用いて、薬物の皮膚透過量を迅速に定

量できるかを評価した．
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3）インドメタシンの水晶発振子への吸着

　種々濃度のインドメタシンを含む10％エタノール中に水晶発振子を入れ、水晶

発振子の振動数変化（AF，　Hz）を調べた．　Fig．9にインドメタシンの吸着による

水晶発振子の振動数の減少曲線を示す．減少曲線は適用したインドメタシン濃度

を増加するに従い大きく変動したが、すべての適用濃度において約40minで一定

値となった．すなわち、バルク溶媒である10％エタノールと水晶発振子に被覆し

た脂質（塩化ジメチルジステアリルアンモニウム）問でインドメタシンの分配が

平衡になるのに約40min要したと考えられた．

o

一1000

食
邑
　　一2000
矯

一3000

一4000

O　10　20　30　40　50　60

　　　　　　　　　　　　　　　　　Time　（min）

Fig．9　Time　ceurse　of　change　in　frequency　decrease　in　indomethacin　in　109e　ethanol

measured　by　quartz　crystal　microbalance

Symbol　（concentration　ef　indomethacin）：　Y；　4．17　ng／mL，　e；　8．33　pt　g／mL，　A；　16．67

149／mL，㊤；25．O　ptg／mL　and　躍；333　ptg／mL

Each　point　represents　the　mean　value　±　S．D．　（n＝3）．
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そこで、振動数変化AFと時間tとの関係を調べたところ、試験したすべて

の濃度においてほぼ次式の関係がみられた．

　　　　　　一一一　kt
，dV7　＝　A（i　一一e　　　　　　　　）

（5）

ここで、Aは定常状態時の振動数変化量、　kは一次速度定数である．　kはすべての

インドメタシン濃度においてほぼ等しく約0．08miガであった．さらに、60・min後

のAFを定常状態時の値（A）とし、これと10％エタノール中のインドメタシン

濃度（確認のためHPLCを用いて測定）との関係を調べた．その結果をFig．10a

に示す．また、Fig．10aに示した各点は水晶発振子に付着させた脂質（塩化ジメチ

ルジステアリルアンモニウム）量がわずかに異なっていたので、膜脂質量で補正

をした振動数変化についても調べた．結果をFig．10bに示す．インドメタシン濃度

（4．233．3　ptg／mL）と振動数変化の相関係数はFig．10a，　bに示したデータでそれぞれ

0．959、0．977であった．また、インドメタシン濃度が高いとき相関性が悪くなる

傾向にあったので、4．2から25．0μglmL間で相関係数を求めると、　Fig．10a，　bで

それぞれ0．982、0．998であった．

　以上より、膜脂質量で補正した振動数変化量とインドメタシン濃度（4．2－25．0

μg／mL）が比例することがわかった．そこで、以後は、この範囲内で検量線が成り

立つものとしてインドメタシン濃度を求めることとした．
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4）インドメタシンの皮膚透過性

　次にインドメタシンのLDM透過性を拡散セルを用いて調べた．なお、透過実験

を2種類行い、一方は水晶発振子で、もう一方はHPLCでインドメタシンの膜透

過量を測定した．Fig．11にインドメタシンのLDM累積透過一時間曲線を示す．

水晶発振子で評価した薬物の膜透過量（△）をHPLCの値（○）と比較したとこ

ろ、累積透過量は異なるものの定常状態透過速度はほぼ等しかった。なお、水晶

発振子の60分以内のデータでは、検量線域より低いインドメタシン濃度であっ

た．

　水晶発振子で求めた累積透過量が低い原因について考察したところ、Fig．11に

示したように、水晶発振子の振動数減少量が一定になるのにlag　timeが存在する

ためと思われた．そこで、水晶発振子で測定した累積皮膚透過量データ（g’ω）と

（6）式を用いて、デコンボリューションにより真の累積皮膚透過量9ωを求めた．

なお、2　’（t）と。ωの関係は次式で示される．

e’　（t）　＝　f6　2（e）（i　一一　e一一k（’一一一e））de
（6）

　補正した結果gωをFig．11（△）に示す．図から明らかなように、　gωはHPLC

で測定した値とほぼ等しくなった、
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Fig．　11　Time　course　of　changes　in　the　cumulative　ameunt　of　indomethacin　permeated

through　living　dermal　model

O；　HPLC，　A；　quartz　crystal，　A；　quartz　crystai　corrected　by　deconvolution　Each　point

represents　the　mean　value　±　S．E　（n＝3）．
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5）小括

　水晶発振子はインドメタシンの測定に関して低感度であったため初期の透過挙

動を得ることができないなど、改善する余地は残されているものの、Caco－2　ig）、

Calu3　2◎）、さらにはLSE等の培養組織膜の利用と並んで、生体膜透過挙動を迅速

に評価する有用な方法となることが期待できるものと推察された．
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第2章 三次元培養ヒト皮膚モデルの皮膚刺激性評価材

料としての有用性

　現代社会に生きる我々は、日常生活においてさまざまな化学物質と直接接触す

ることが避けられない．なかでも、化粧品は、日常的に直接皮膚に使用するため、

安全性の確保と皮膚刺激性の発現阻止に関しては細心の注意が必要とされている．

また、治療i薬の投与部位としても皮膚が頻繁に用いられ、適用部位局所の疾患の

治療だけでなく、全身循環系に吸収されて薬効を発揮する経皮治療システム（TTS）

が市場されている2）．したがって、このような外用剤中に含まれる薬物や添加物の

皮膚刺激性にも注意しなければならない．特に、薬物の皮膚透過性を改善するた

めに用いられた添加剤や電流によって皮膚刺激が増強する可能性があるので、十

分な注意が必要である．近年では、皮膚刺激に関する消費者や患者の関心の高ま

りもあって、簡便かつ精度の高い皮膚刺激性の評価法の開発は今後ますます重要

になることが予想される．

　皮膚刺激は、外来の化学物質、熱あるいは紫外線といった物理的因子によって

ダメージを受けた角化細胞や繊維芽細胞から放出される炎症メディエータである

アラキドン酸代謝物やサイトカインなどによって生じる可逆的な炎症反応として

定義されている21）．また、血液より浸出してくる炎症性の細胞も関与して、最終

的に紅斑や浮腫などの皮膚反応が生じると考えられている22）．そこで、従来から、

化学物質の目や皮膚に対する刺激性の評価法としてウサギやモルモットを用いた

Draize試験が行われてきた三二．しかし、ヒトとの種差や動物愛護などの問題点

が指摘され、ヒトに対する皮膚刺激性を正確に予想できるin　vitro代替法の開発

が強く期待されるようになった．

　一方、近年の組織培養工学の発展により、実際の皮膚の構造に極めて近いthree－

dimensional　cultured　human　skin　mode1が開発された罰．この皮膚培養細胞には血管

系が存在しないため、ウサギやモルモットを用いたDraize試験のように紅斑や浮

腫が起こらない問題点もある26）．しかし、培養皮膚の皮膚刺激性は細胞内ミトコ

ンドリアのコハク二二水素酵素が3一（4，5－dimethylthiazo1－2－yl）一2，5－diphenyltetrazolium

bromide（MTT）を還元して生成するホルマザンを生細胞数（率）とするMTT試

験27’　28）や細胞のニュートラルレッド取り込み量を生細胞数（率）とするごユート

ラルレッド取り込み（NR）試験法2象鋤を用いた細胞毒性試験から評価され、　Draize

28



試験とin　vitro　MTTの試験結果は良い相関を示すことが報告されている．また、

培養皮膚は炎症メディエータであるIL－1α、　IL－8やPG均等を放出することも確

認されている31”33）．

　従来行われてきたDraize試験やMTT試験は、刺激物質を直接皮膚に適用した

時の適用濃度とその時の皮膚刺激性について報告されているに過ぎず34・　3＄、皮膚

刺激発現部位での刺激：物質濃度と皮膚刺激性の関係について検討した報告はほと

んどない．そこで本編第1節では皮膚刺激性に及ぼす角質層の影響を評価した．

また、第2節ではtoxicokinetics／toxicocodynamicsの考え方に基づき、刺激発現部

位の濃度と皮膚刺激性の関係を検討してLSE－highの皮膚刺激性評価材料として

の有用性を評価した．
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第1節　皮膚刺激性に及ぼす角質層の影響

　ヒトの表皮では絶えず細胞増殖と分化が繰り返され、新しく生成された表皮細

胞はひたすら角化への分化を示す．また、その結果として角質層の新生と落屑が

起こる．ヒト皮膚の角質層の厚みは、部位によって異なるものの平均約20μmの

薄層である．角質層では、ケラチン繊維を多く含有する扁平な角化細胞が緊密に

重なり合い、その細胞間間隙には多数の脂質二重層がラメラ構造をなし、角質層

が外因性物質から生体を保護するための強力なバリアーとして作用している．そ

のため、皮膚刺激物質の皮膚透過性に対しても角質層は強力なバリアーとして作

用している．また、皮膚刺激評価はウサギやモルモットなどの動物皮膚や三次元

培養ヒト皮膚を用いる試験の他に、浮遊細胞を用いたMTT試験やNR試験の細

胞毒性試験が行われている．しかし、浮遊細胞を用いた試験は、実際の加v：ivo皮

膚刺激性と相関しないという多くの報告がある36・　3T．これは、浮遊細胞には角質

層のようなバリアーが存在しないためであると言われている．しかし、それにも

関わらず、実際に皮膚刺激性に対する角質層の影響を評価した報告はほとんどな

い．そこで、本章では皮膚刺激性に及ぼす角質層の影響を：LSEを用いて速度論的

に評価することとした．
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3）理論

　LSEにおける生細胞数（率）は、　LSEの表面に皮膚刺激物質が適用された後、

適用濃度が一定の時、一次速度に従って減少すると仮定した．また、角質層の透

過抵抗を減少させる刺激物：質を適用した場合、刺激物質によって角質層バリアー

が破壊された後、急激に生細胞数（率）は速くなると仮定した．このような仮定

の下、全層LSEにおいて皮膚刺激反応は以下の2つの式として表すことができ

る．

when　O　：sg　t〈　T V＝100◎exp←艦・の （7）

when　h　T V識100・exp（一庵・T）・exp（一ん2・の （8）

ここで、Vは時間tに対するLSEの生細胞率（％）、　k、とk2（k、≦k2）各々適用初

期と後期相の一次刺激速度定数、Tは初期の遅い刺激相から速い刺激相になる変

換点を示す．

　一方、角質層を剥離したLSE（stripped　LSE）に刺激物質を適用した後の：LSEの

生細胞率は以下の式で表すことができる．

when　t　1i　O V識100・exp（魂、幽の （9）

ここで、匁はstripped　LSEにおける一次刺激速度定数である．しかしながら、試

験終了時に、LSEの生存率が0になるとは限らないので、（7）、（8）、および（9）式

はそれぞれ（10）、（11）、および（12）の式とした．

when　O　s　t〈　T V　＝　（100　m一　V．．）　tw　exp（一k，　o　t）　＋　V． （10）

when　t）　T V＝　（100一　Vco）a」　exp（一ki　es　n　dy　exp（一h“　dv　t）＋　Vco　（11）

when　t　2r　O V　：（100　一一　V．）＠exp（一一一k．，　＠　t）　＋　V． （12）

31



ここで、V◎σは刺激物質適用後の無限大時間の生存率を表す．
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4）皮膚刺激性と時間の関係

　Fig．　12はオリーブ自適用後の時間に対するLSEの生存率を示す．オリーブ油適

用後、24時間まで生存率の低下は確認できなかった．このことからオリーブ油は

皮膚に対して刺激性がないことが示唆された．
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だ
露
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　　　　　　　　　　　o
　　　　　　　　　　　　O　6　12　18　24
　　　　　　　　　　　　　　　Time　（h）

Fi　g．　12　Time　course　of　the　viability　（9e）　of　LSE　after　application　of　olive　oil．

　Fig．13a，　b，　cは、3、10および30％の乳酸適用後のLSEの生存率をそれぞれ

示す．また得られたデータを（11），（12）式でフィッティングした理論曲線も併せて

示す．3、10および30％乳酸のET5。値はそれぞれ7．4、4．2および35時間

であった．興味深いことに、Fig．13に示されるように時間に対する生存率は2相

性を示した．後半の減少曲線と比較して、初期の減少曲線は非常に遅かった．初

期相から速い相に変わる変曲点は3％乳酸の時6時問であった．一方、10およ

び30％乳酸では約2時間であった．
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　Fig．14a，bは1および10％Trtton・X－100適用後の時間に対するLSEの生存率

と理論曲線を示す．1と109・　Triton・X－100のET．値はそれぞれ2．2と0．9時間

であった．Triton　X－100においても乳酸と同様に2相性が観察された．1％Triton

X400適用の変曲点は約2時間であり、10％Trito蕪x－1∞は0．5時間よりも短か

った．
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Fi　g．　14　Time　course　of　the　viability　（90）　ef　LSE　after　application　of　1　and　i　ego　Triton　X－

100

Lines　show　theoretical　values．
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Fig．15a，bは1、10％ラウリル硫酸ナトリウムの生存率と理論曲線の結果を示す．

1％ラウリル硫酸ナトリウムのET．値は約1．6時間、10％ラウリル硫酸ナトリ

ウムは0．25時間よりも短かった．これらの結果は、ラウリル硫酸ナトリウムが本

研究で試験した皮膚刺激物質の中で最も刺激が強いことを示唆している．ラウリ

ル硫酸ナトリウム処理においては明確な2相性が観察されなかった．
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Fig．　15　Time　course　of　the　viability　（90）　of　LSE　after　application　of　1　and　1090　sodium

lauryl　salfate

Lines　show　theoretical　values．
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（3）2相性について

　各刺激物質の固有の細胞毒性はET．値によって明確にできるかもしれない．し

かしながら、このパラメータでは皮膚刺激挙動の2相性を説明することができな

い．そこで、2相性を説明するために角質層を除去したLSEを用いて試験した．

　Fig．16は3％乳酸を適用した後のsUipped　LSEの時間に対する生存率とその理

論曲線を示す．比較のために全層LSEの結果も併せて再度示す．予想したように、

stripped　LSEに乳酸を適用した後の生存率は、時間に対して1つの一次減少速度

で示すことができた．一方、全層LSEでは前述したように、生存率の挙動は2相

性を示している．
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Fi　g．　16　Time　course　of　the　viability　（％）　of　LSE　after　application　of　39e　lactic　acid　on　the

stratum　corneum－suipped　LSE

e，intact　skin；　O，　suipped　skin．

Line　s　show　theeretical　values．
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　同様に1％ラウリル硫酸ナトリウムもstripped　LSEを用いて評価した．その結

果をFig。17に示す．同様に全層LSEでの結果も再度示す。　Snipped　LSEの皮膚

刺激性（生存率）はうウリル硫酸ナトリウムの適用後、1つの一次減少速度で表

現された。
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Fi　g．　17　Time　course　of　the　viability　（90）　of　LSE　after　application　of　1％　sodium　lauryl

salfate　en　the　stratum　corneum一一stripped　LSE

e，intact　skin；　O，　stripped　skin．

Lines　show　theeretical　values．
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（4）速度論的パラメータの解析

　細胞毒性の時間経過は理論中で説明した2相モデルを用いて速度論的に解析し

た．Figs．13－17中の曲線はデータを（7）一（12）式にフィッティングして得られた

理論曲線を示す．得られた各パラメータをTable　3に示す．なお、オリーブ油で

は生存率の低下が認められなかったため、また、10％ラウリル硫酸ナトリウムは2

番目の＝測定値がy．であったためフィッティングは行わなかった．

　最初に、stripped　LSEの生存率を（13）式を用いて評価した．3％乳酸及び1％ラ

ウリル硫酸ナトリウム適用によるk、、は、それぞれ0．265およびO．683h’iであっ

た．また、全層LSEの生存率も評価した．　k，、　k2およびT値は、3％乳酸適用

で、それぞれ、0．0382h“i、0．564　h4および6．0時間、1％ラウリル硫酸ナトリウ

ム適用で、それぞれO．290　h“i、　O．614パおよび0．686時間であった．得られたk2は

3％乳酸と1％ラウリル硫酸ナトリウムで処理した時のks、と近い値であり、全

層LSEの後の刺激速度はsUipped　LSEの刺激速度に類似していることが示唆さ

れた．また、この速度定数がラウリル硫酸ナトリウムの方が乳酸より速いため、

ラウリル硫酸ナトリウムは乳酸よりも強い刺激を持つことを示している．LSEの

生存率において、より高濃度の乳酸（10％と30％）の影響も解析した．10％と

30％乳酸処理後のk2とT値は、3％乳酸で得られたki値0．0382　h－iを用いて

算出した．10％の時にk，とT値はそれぞれ0．423　h“1、1．91時間であり、30％の

時は0．561h”1、2．0時間であった．　T値は乳酸の濃度が3％から10％まで増加

するにつれ短くなった．1％Triton　X－1∞適用時のk、とk2およびT値はそれ

ぞれ0、3．52h’iおよび1．83時間であった．10％Triton　X－100はk、に1％で得

られたO　h“iを用いて計算したところ2．27　h－iおよび0．41時間であった．
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Table　3　Kinetic　parameters　for　decrease　in　LSE　viability

Irritant concentratlon

　　　　　　　k，

血11－thickness　skin

T　k，

suipped　skin

k
s
s

Olive　oil

Lactic　acid

Sodium　lauryl

salfate

Triton　X－100

10090

3qo

1090

3090

190

1090

1qo

1090

　　　　o

O．0382

0．03　82

0．0382

0．2902

at　o

er　o

6．Ooo

1．905

2．000

0．686

1．829

0．411

O．564

0．4as

O．560

0．614

3．5as

2．266

nd

O．264

nd

nd

O．683

nd

nd

nd：　not　detemned
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第2節　：Draize皮膚刺激性試験の代替法としてのLSE－highを用

いたMTT試験の有用性38）

　薬物や製剤の一次皮膚刺激性の評価にヒトのパッチテストやウサギやモルモッ

トのDraize試験が行われている23・　24）．皮膚のDraize試験は、刺激物質や紫外線

といった物理的因子によってダメージを受けた角化細胞や繊維芽細胞から放出さ

れるアラキドン酸代謝物やサイトカインのような炎症メディエータ、また、血液

より浸出してくる炎症性の細胞も関与して、最終的に現れる紅斑や浮腫などの皮

膚反応をスコアー化したものであり、一般的に広く用いられている2覇34鋤．しか

し、Draize試験には種差や動物愛護などの問題点が指摘され、ヒトに対する皮膚

刺激性を正確に予想できる代替法の開発が強く期待されるようになった．
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3）理論

　　一般に皮膚刺激性は刺激物質の適：用濃度に依存するが、より直接的には皮膚

刺激部位における刺激物質濃度に関係すると考えられている．また、一般に皮膚

刺激発現部位は皮膚最上層である角質層ではなく生きた表皮と真皮中にあると考

えられる．しかし、界面活性剤などの刺激性物質の生きた表皮と真皮中の濃度は極

めて二測定しづらい．そこで、本実験では、刺激物質の皮膚透過性から皮膚刺激発

現部位（生きた表皮と真皮）中での刺激性物質濃度を拡散則を用いて算：出するこ

ととした．

　いわゆる角質層を除去したst即ped　skinに刺激性物質を適用したとき、生きた

表皮と真皮の平均皮膚濃度。はFickの拡散則から以下の式で求められる．

c辱・q （13）

ここで、K。edは糊剤と生きた表皮と真皮の分配係数：、　C，は基野中の刺激物質濃度

である．一方、intact　skinを用いたとき、生きた表皮と真皮中の刺激：物質平均濃度C

は全層皮膚の抵抗に対する真皮の抵抗の比RRを用いて以下のとして表すことが

できる．

c＝RR⑤髭。c
　　　　2　vv

（14）

但しRRは以下の式で示される．

　　　Psc
RR　：
　　Psc　＋　Pved

（15）

ここで、P，。とP。edは刺激物質の角質層と生きた表皮と真皮の透過係数を示す．

なお、角質層と生きた表皮と真皮の透過抵抗RscとR，edはそれぞれ透過係数の逆

数で示される．

　上に示した方法を用いて、適用濃度から生きた表皮と真皮中濃度を算出するた

めには、K，edの値が必要である．そこで、　K，edを刺激物質の皮膚透過挙動から、以

下の方法で算出した．透過実験時において真皮側はシンク条件が成り立ち、さら
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にstripped　LSBhigh及びstrippedモルモット皮膚が生きた表皮と真皮からなる1

層膜モデルであるという仮定が成り立つとすると、時間tにおける単位面積当た

りの生きた表皮と真皮を介した薬物透過量2は以下の式で示される．

c　＝　K・edL・ed　Cv［弩÷多薯聴妬卸司
（16）

ここで、D，edは刺激：性物質の生きた表皮と真皮中の拡散係数、　L，edは生きた表皮と

真皮の厚さを示す．薬物の分配パラメータ（K。ed・L。ed）は皮膚透過データを非線形

最小二乗法を用いて（16）式にあてはめて求めた．なお、LSE－highとモルモット

皮膚のL。edは文献的を参照してそれぞれ530と1130μmとした．

　一方、toxicokinetics／toxicodynamicsの考え方に従えば、皮膚刺激性と皮膚刺激発

現部位濃度の関係は、しばしば以下に示す（17）式のEma・mode1（Hill式）で評価

できることが示されている39）。

　1－A”　e　C7
1　．．LE．Nax

1（：艶＋cγ
（17）

ここで、1は皮膚刺激：度、Imaxは最大皮膚刺激度、　Cは皮膚刺激：発現部位刺激物質

濃度、IC5。は50％皮膚刺激発現濃度、そして、γは形状因子である．
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4）塩化セチルピリジニウムの皮膚透過性パラメータの算出

　Fig．18a，　bはそれぞれLSBhighとモルモット皮膚を介したCPCの累積皮膚

透過量一時間曲線を示す．LSE－highとモルモット皮膚共にintact　skin（⑳）よりも

stripped　skin（○）で1ag　timeの短縮と、その時の偽定常状態fluxの増加が観察さ

れた．
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12　24　36　48
　　Time　（h）

Fi　g．　18　Time　course　of　changes　in　the　cumulative　amount　of　CPC　that　permeated　through

LSE－high　（a）　and　guinea　pig　skin　（b）

（2）　，intact　skin；　O，　stripped

Each　point　represents　the　mean　±　S．E．　of　3　experiments．

　次にLSEhighとモルモット皮膚を：角質層と生きた表皮と真皮からなる2層膜

構造と仮定し、生きた表皮と真皮層における透過係数P幅を（4）と（17）式を用い

て算出した．また各皮膚膜を介するCPCの定常状態fluxから、（1）式を用いてP、、

を求めた．さらに、（15）、（16）式を用いてRR、．K，edを算出した．それらの結果

をTable　4にまためて示す．
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Table　4　PermeatioR　coefficient　of　CPC　in　each　skin　layer　and　permeation　parameter　（RRa）

and　Kvedb））

LSE－high gulnea　pl　g

P．，　（xlO－6cinls）

P，，　（xlO“6cm／s）

Pv．d　（xlO－6cm／s）

舐
Kyed

2．569

4．58

S．851

0．439

11．291

O．8891

2．249

1．471

0．604

5．487

a）　RR　was　calculated　to　eq．16

b）　Kved　w　as　obtained　by　curve　futing　of　the　permeation　data　through　skin　to　eq．　17，　then　ved

thickness　was　set　to　530　ptm　for　LSEhigh　and　1130　ptm　for　guinea　pig　oo）

　LsEhighとモルモット皮膚の皮膚透過係数を比較すると、　LsE－highの方がP、。｛

は2．8倍、Ps。は2．o倍、　P。edは4．o倍大きかった．　RRはLsE－highで。．439，モ

ルモット皮膚で0．604と計算されたことから、CPCの皮膚透過には、角質層だけ

でなく、生きた表皮と真皮層の抵抗も関与していることが明らかとなった．また、

K，edはLSE－highの方がモルモット皮膚よりも約2倍大きかった．
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（3）Draize試験とMTT試験結果の比較

　モルモット皮膚のintact　skinとstripped　skinにCPCを適用した時の生きた表

皮と真皮中のCPC濃度に対するDraize　score（Fig．19）とMTT試験による死細

胞％（Fig．20）を示す．なお、実線はHill式を用いてカーブフィッティングしたも

のである．

　a）　Stripped　skin　b）　lntact　skin　c）　Stripped　and　intact　skin

　4r　r　e　4　r　T　4
婁3　　　　　　　　　　　　3　　　　　　　　　　　　3
8

驚2　　　　　　　2　　　　　　　　2
・
舞

　0L“一一一一“　OL“一L一一“　O
　　O　5　10　15　20　O　5　10　15　20　O　30　60　90　120
　　　　Applied　conc．（％）　Applied　conc．（90）　Conc．　at　reaction　site（％）

Fi　g．　19　Dose－response　curve　for　the　Draize　score　and　CPC　concentration　applied　（a，b）

and　at　the　reaction　site　（c）　in　guinea　pig　skin

a　and　b　show　the　results　for　the　stripped　skin　and　intact　skin，　respectively．

e，intact　skin；　O，　snipped　skin；　selid　line，　fitting　line　to　Hill　equation
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es　一，6

a）　Stripped　skin

O　5　10　15　20
　Applied　cenc．　（90）

b）　lntact　skin　c）　Stripped　and　intact　skin
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60F　ew　60
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－2e一一一一　一20
　0　5　10　15　20　O　30　60　　．90　120
　　　Applied　conc．（90）　Conc．　at　reaction　site（90）

Fi　g．　20　Dose－response　curve　for　percent　of　dead　cell　number　in　the　MTT　assay　and　CPC

concentration　applied　（a，b）　and　at　the　reaction　site　（c）　in　guinea　pi　g　skin

a　and　b　show　results　for　the　stripped　skin　and　intact　skin，　respectively．

e，intact　skin；　O，　stripped　skin；　solid　line，　fitting　line　to　Mll　equation

Table　5に得られたパラメータを示す．　Fig．19とFig．20の実線のプロットが極

めて一致していることから、st⑳ped　skinとintact　skinの実験で、適用濃度が異な

っていても皮膚中濃度が同じ場合では、ほぼ同じDraize　scoreと死細胞％が得ら

れることが明らかとなった．また、Draize　scoreまたは死細胞％と皮膚中濃度と

の関係はstripped　skinとi血tact　skin共にHiU式でよく表現できることがわかった．
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Table　5　Skin　initation　parameters　for　CPC　on　MrT　assay　and　Draize　score

　　　　　　（a）　MI’T

LSEhigh Guinea　pig

転　　93．464

1Cso　1・315

r　1．411

94．　148

18．868

2．138

（b）　Draize

Imax　一
ICso　一

r　一一

4．466

12．312

1．043

Draize試験結果と同様、㎜試験でも束㈱位灘が高くなるにりれて皮膚刺

激性に飽和が見られた．さらに、Drai　ze試験とMTT試験のICs。値は12．0、18．9と

比較的近い値となることがわかった．Fig．23にモルモット皮膚を用いたMTT試

験とDraize試験の相関性を示す．図から得られる関係式は、

Draize　score　＝　2．820x　l　O－2　e　qe　fraction　of　dead　cell　number　＋　1．272 （18）

であり、相関係数は0．986であった．

以上よりMTT試験はDraize試験の代替法として用いることができることが明ら

かとなった．
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IV［lrT　assay　using　guinea　pi　g　skin

Solid　lines　represent　the　estimated　curve，

　　　　　　Draize　score　＝　2．820x　l　O－2　e　90　fraction　of　dead　cell　number　＋　1．272
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　次にLSE－highとモルモット皮膚の皮膚刺激における相関性を評価するため

LSE－highを用いてMTT試験を行った．Fig．22にintact及びstripPedのLSE－high

を用いたMTT試験結果を示す．実線はHill式を用いてカーブフィッティングし

た結果である。LSE－highもモルモット皮膚と同様に舐を用いることにより、刺

激部位濃度と皮膚刺激性の関係を評価できることが示唆された．また、モルモッ

ト皮膚のMTT試験：結果とLsE－highのMTT試験：結果は類似したパターンを示し

たことより、LSEhighのMTT試験もモルモット皮膚のDraize試験に替わる方

法として考えられることが示唆された．

　　a）　Suipped　LSE－high

薯1銘

　一20
　　0　O．25　O．5　O．75　1
　　　　Applied　conc．　（90）

b）　lntact　LSE－high
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c）　Stripped　and　intact　LSE－high
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Conc．　at　reaction　site　（90）

Fi　g．　22　Dose－response　curve　for　percent　of　dead　cell　number　in　the　｝V［rT　assay　and　CPC

con¢entrati　on　applied　（a，b）　and　at　the　reaction　site　（c）　in　LSEhigh

a　and　b　show　results　for　the　stripped　skin　and　intact　skin，　respectively．

e，intact　skin；　O，　stripped　skin；　solid　line，　fitting　line　to　Mll　equation
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　しかし、LSE－highを用いた時の、皮膚刺激度と刺激部位濃度との相関（Fig．22）

では、モルモット皮膚を用いた時の結果とIm。xとγは同じ値であったが、　IC50値

は異なった．これは、cpcがモルモット皮膚中の細胞透過性よりLSE－highの細

胞透過性が高いため、低濃度でも高い死細胞率が得られたものと考えられた．ま

た、cpcの皮膚への分配係数もLSEhighの方がモルモット皮膚よりも大きかっ

たことも影響しているものと考えられた．そこで、LSE－highの刺激部位濃度にモ

ルモット皮膚のIc5◎をLsBhighのIc5◎で割った比を用いて補正した．その結

果をFig．25に示す．図より明らかなようにLsE－highとモルモット皮膚はほとん

ど一致する結果となった．
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x　ICso　Ratio　（guinea　pig／LSEhigh）

Fi　g．　23　Relationship　betw　een　initation　scores　from　the　MrT　assay　in　guinea　pi　g　and

LSEhigh

e，　Guinea　pig　skin；　O，　LSE－high；　solid　lines，　fitting　line　CPC　concentration　in　the

viable　tissue　of　LSEhigh　was　corrected　by　IC，，　in　guinea　pi　g／　ICso　in　LSE－high
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（5）小括

　LsEhighを用いたMTT試験がモルモット皮膚やウサギを用いたDraize試験

の代替法になる可能性が示唆された．また、皮膚刺激：性は皮膚透過性を考慮し、

皮膚刺激部位濃度を用いてMll式で表せることが示唆された、今回得られた結果

は化粧品材料や医薬品添加物の刺激性評価の新規方法として有用と考える．
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おわりに

　皮膚適用製剤の開発では、ヒト皮膚透過性やヒト皮膚刺激性を測定または推定

することが重要である．しかし、in　vivoヒト試験は臨床試験まで待たなければな

らず、in　vitro摘出皮膚試験は組織摘出に係わる倫理的な問題のため全ての国で行

える状況ではない。また、実験動物の使用自体も動物愛護の観点から問題視され、

ヒトまたは動物皮膚を介した薬物透過性や皮膚刺激性の代替法の確立が急がれて

いる．

　そこで、著者は、ヒト皮膚または実験動物の摘出皮膚の代替膜にLSEhighが

なりうると考え、次の項目について検討した．

OLSEhighの薬物の透過性について

㊤LSE－highを用いた皮膚透過促進剤のスクリーニングについて

●LSBhighと水晶発振子を用いた皮膚透過性の迅速定量法の確立について

O皮膚刺激1生に及ぼす角質層の影響について

eLSE－highを用いた皮膚刺激性評価について

以下にその要約を示す．

1）LSE－highの薬物の透過性について

　LSE－high、ヒト摘出皮膚およびヘアレスラット摘出皮膚を用い、極性の異なる7

種の薬物の透過1生を比較した．その結果、LSE－highを介した05時間の累積薬物

量と、ヒトやラット摘出皮膚を介した8時間の累積透過量がほぼ等しかった．ま

た、薬物のLSE－highとヘアレスラット皮膚透過の律：速段階を検討した結果、ヘ

アレスラット皮膚の主なバリアー能は角質層にあったが、LSE－highは角質層だけ

でなく角質層を含む表皮層全体にあった．さらに、各皮膚に対して、薬物の拡散

パラメータと分配パラメータを算出した結果、用いたすべての薬物の拡散パラメ

ータは、LsE－highの方がヒトおよびヘアレスラット皮膚よりも約10－50倍高かっ

た．しかし、分配パラメータは、LSEhigh、ヘアレスラットおよびヒト皮膚問で

ほとんど違いが見られなかった．すなわち、ヘアレスラットおよびヒト皮膚透過

性よりLSE－high透過性が高いのは、分配パラメータでなく拡散パラメータの違

いが関係していることが明らかとなった．さらに、水溶性薬物のLSE－high透過

時の1ag　timeは、脂溶性薬物よりも長い傾向が見られた．類似した傾向は、ヘア

53



レスラットおよびヒト皮膚でも観察された．加えて、parallel　permeation　pathway

mode1にしたがい、　LogP．tとLogKowの関係を評価したところ、　LSE－highの

logP．t－LogKo〃の関係はヒト皮膚でのこの関係に対して平行に上側にシフトした．

この結果にはLSE－highとヒト皮膚の類似した分配パラメータと異なった拡散パ

ラメータが反映していると考えられた．

　以上より、LSEhighは、薬物のヒト皮膚透過性の評価材料として利用できるこ

と、また、薬物のヒト皮膚透過性を短時間で評価できることが明らかとなった．

さらに、式（5）を用いることで、LSE－high透過性からヒト皮膚透過性を簡便に予

測できることが示唆された．一方、LSE－highとヒト皮膚のバリアー機能および薬

物透過特性に相違があることも明らかになった．

2）LSE－highを用いた皮膚透過促進剤のスクリーニングについて

　LSE－highおよびヘアレスラット皮膚に各皮膚透過促進剤を適用したところ、

ISMNとISDNの皮膚透過性は増加した．しかし、その促進率はLSE－highより

ラット皮膚の方が高かった．これは、ラット皮膚とLSE－highの透過抵抗の違い

に起因すると考えられた．つまり、LSEhighはラット皮膚より薬物に対する角質

層の透過抵抗が約10倍低く、皮膚透過促進剤による角質層の構造変化が小さい

ため促進効果が低かったものと考えられた．また、LSE－highとラット皮膚間の促

進比の関係をISMNとISDNで検討したところ、両i薬物において直線関係が認め

られた．さらに、皮膚透過促進剤の促進効果は促進剤濃度によって影響する可能

性があったため、各濃度の1一メントールについて促進効果を検：討した．その結果、

LSE－highとラット皮膚ともに、　ISMN透過では3％で最大となり、5％、10％に

すると促進効果は減少した．一方、ISDN透過では10％1一メントールで最大とな

った．このような促進能の差は、透過ルートに及ぼすISMNとISDNの極性の違

いと促進剤の促進メカニズムを反映したためであると考えられた．

　以上より、LSEhighは、皮膚透過促進剤のスクリーニングを短時間に評価でき

ることが示唆された．また、LSE－highとラット摘出皮膚のバリアー機能の違いに

注目すると、LSEhighと摘出皮膚を用いた促進剤の促進比と促進剤の濃度から促

進メカニズムの評価にもこの培養ヒト皮膚モデルが使用できると思われた．

3）LSE－highと水晶発振子を用いた皮膚透過性の迅速定量法の確立について

M



　水晶発振子マイクロバランスは空気中や溶液中の匂いや苦味物質の量を測定す

るのに使用されている．水晶発振子を用いる利点は測定時間が短く（数分）、前処

理の必要がないことである．そこで、水晶発振子の電極上に吸着したインドメタ

シン量とその時のサンプル中インドメタシン濃度との関係を検討した．その結果、

インドメタシン濃度に依存して振動数の減少度が大きくなった．特に、電極に付

着させた脂質量あたりに換算すると、振動数減少度はインドメタシン濃度（4．2－

25．0μ9／mL）に比例した．しかし、33．3μ91mしでは直線性が得られなかった．ま

た、インドメタシン溶液に水晶発振子を浸したとき、一定の振動数減少が得られ

るまで数十分を要した．動物やヒト皮膚は薬物の拡散抵抗が高いため、一般に数

時間から数十時間の透過実験時間を要す．このような場合では、一定の振動数減

少が得られるまでの1ag　timeはほぼ無視できる．しかし、迅速評価のために培養

皮膚等を用いた場合では、膜透過性が速いために数十分のlag　timeでも問題になる．

この欠点を解消するためデコンボリューションを用いた．その結果、水晶発振子

の測定値はHPLCの測定値とほぼ等しくなった．

　以上より、水晶発振子は生体膜透過挙動を迅速に評価する有用な方法となるこ

とが期待できるものと推察された．

4）皮膚刺激：性に及ぼす角質層の影響について

　3％乳酸と1％ラウリル硫酸ナトリウムをsUipped　LSEに適用後のLSE細胞

の生存率の減少速度は、単純な一次速度で示された．また、全層LSEにオリーブ

油、乳酸、ラウリル硫酸ナトリウムまたはTriton・X－100を適用すると生存率は2相

性の低下を示すことが明らかとなった．角質層のバリアー機能が完全な時、刺激

物質のLSE透過性が遅いため、皮膚中の刺激物質の濃度も低く、細胞の生存率の

減少速度も遅くなると考えられる．Thton　X－100や乳酸のLSEへの刺激挙動上の

明らかな変曲点の存在は角質層バリアー機能の破壊が突然起こることを示唆して

いる．すなわち、皮膚刺激物質の細胞の生存率は、角質層が完全な時は遅い一次

減少速度で示され、その後、急に速い一次減少速度で示されたことから、ある一

定の時間が経過した後に、急に角質層バリアーが破壊されることが示唆された．

　したがって、皮膚の細胞毒性は2つの一次減少速度によって表現できた．また、

皮膚刺激速度は適用濃度と刺激：物質の固有の毒性と同様に、皮膚バリアー機能と

密接に関係していることが明らかになった．
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5）LSE－highを用いた皮膚刺激性評価について

　モルモット皮膚のintact　skinとsUipped　skinのCPCの刺激部位濃度を用いる

ことで、Draize試験とMTT試験から得られた皮膚刺激度共に、同じHill式によ

って表すことができた．また、この時のIC，。はDraize試験で12．3、　MTT試験

で18。9であった．さらに、モルモット皮膚のDraize試験とMTT試験の結果に

は良い直線関係が得られたことより、今まで行われてきたDraize皮膚刺激性評価

試験の代替法としてMTT試験法が用いられる可能性が示唆された．さらに、

LSE－highを用いた時の、皮膚刺激度と皮膚刺激部位濃度との相関では、モルモッ

ト皮膚を用いた時の結果と1澁axとγは同じ値であったが、　IC5◎値は異なった．

これは、cpcがモルモット皮膚中の細胞透過性よりLSE－highの細胞透過性が高

いため、低濃度でも高い死細胞率が得られたものと考えられた．また、CPCの皮

膚への分配係数もLSE－highの方がモルモット皮膚よりも大きかったことも影響

しているものと考えられた．そこで、LSE－highの刺激部位濃度にモルモット皮膚

のIc5。をLsE－highの1c5。で割った比を用いて補正した．その結果、　LsBhighと

モルモット皮膚の刺激度はほとんど同じ線、上にプロットされた．

　以上より、LSE－highを用いたMTT試験がモルモット皮膚やウサギを用いた

Draize試験の代替法になる可能性が示唆された．また、皮膚刺激性は皮膚透過性

から求めた刺激部位濃度を用いてHill式で表せることが示唆された．

　以上、LSBhighは薬物のヒト皮膚透過性や皮膚透過促進剤を短時間で評価でき

る材料として利用できることが明らかになった．さらに、ニオイセンサーを用い

ることで薬物測定をも迅速に行うことができた．すなわち、LSE－highとニオイセ

ンサーを組み合わせることで皮膚適用製剤の開発に有効なHigh　Throughput

Screeningに対応できると考えられた．

　また、皮膚刺激性は皮膚刺激：部位中の刺激物質濃度に依存することが明らかに

なり、さらに、LSE－highを用いた㎜試験がモルモット麟やウサギを用いた

Draize試験：の代替…法になる可能性が示唆された．本方法は化粧品材料や医薬；品添

加物の刺激性評価の新規方法として将来有用になると予想される．
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