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はしがき

　点滴注射剤に代わる製剤として皮膚適用製剤が考えられる。チューブがない

点滴注射剤としての皮膚適用製剤は患者にとって極めて使いやすく、将来は在

宅への応用も期待される。しかし、薬物の皮膚透過性は現在投与部位として用

いられている上皮細胞膜の中でも最も遅く、皮膚適用製剤からの薬物の吸収性

の改善が点滴注射剤に代わる製剤とするために必須となる。現在までに、薬物

の皮膚透過性の改善のために、薬物をプロドラッグ化したり製剤中に種々吸収

促進剤を併用することが試みられている。しかしながら、これらの方法は新し

い薬物群として最近注目を集めているペプチド類やオリゴヌクレオチド薬物の

皮膚透過の改善にはあまり寄与しないと考えられている。すなわち、これら水

溶性で比較的分子量も大きい薬物の皮膚透過性の改善に関しては、ホノホレシ

スphonophoresisやエレクトロポレーションelectroporationを用いて皮膚透

過ルートを拡大したり新規作成するなどの工夫が必要と考えられている。我々

は、これらの方法に薬物の化学ポテンシャルを増大させる方法を併用すれば更

なる皮膚透過性の改善が期待できると考えた。透過ルートの拡大手段に併用で

き化学ポテンシャルの増大に寄与して皮膚透過性改善に最も期待されているも

のの1っにイオントフォレシスiOntOphoresisがある。この方法は特にプロテ

インやペプチド、さらにはオリゴヌクレオチドのような分子量の大きい、電解

質の皮膚透過にも用いることができる。また、イオントフォレシスは電圧や電

流を調節することにより薬物投与の簡便化をはかれるので、在宅での薬物治療

にも応用が期待される。

　本報告書ではまず、皮膚透過ルートを拡大したり新規作成する2つの方法論

についての研究成果について示す。また、これらとイオントフォレシスの併用

効果について報告し、点滴注射剤に代わる製剤としての皮膚適用製剤の可能性

について考察する。
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第1章ジェットインジェクターとイオントフォレシスの併用に関

する検討

第1節ジェットインジェクター単独処理の効果

　ジェットインジェクター（JDは針のないシリンジで、すでにインスリンや

成長ホルモンの自己投与に使用されている。1）薬液は高圧下で皮膚のバリアで

ある角質を通り、生きている皮膚組織内に噴射され、急速に皮膚血管中に吸収

される。我々は以前に難吸収性の低分子薬物（ゲンタマイシン、ニカルジピン、

塩酸ニカルジピン）の皮膚送達にジェットインジェクターを使用した。2）すな

わち、まず生理食塩液をジェットインジェクターにより投与し皮膚角質層に小

町を作成後、薬物溶液を前処理した皮膚上に適用した。結果として、これら薬

物の皮膚透過は上昇した。また、この吸収速度は薬液が皮膚上にある限りほぼ

0次速度となり、さらにこのときの警束（flux）はどの薬物でも同様であるこ

とから、あらかじめ計算された速度の薬物送達が可能であることも明らかにな

った。このように、ジェットインジェクターの前処理は点滴注射剤に代わる製

剤を考えるとき、きわめて有用性が高いと思われる。

本章では、低分子薬物であるジクロフェナック（DC）と分子量約1000のペ

プチドであるアンジオテンシンII（AT）3）を用いて主に2一チャンバー拡散セ

ルとヘアレスラット皮膚を用いたin　vitro実験から皮膚透過性の改善度を評価

した結果を説明する。

（1）In　vitro皮膚透過試験法

　雄性ヘアレスラット（7～8週令、城西大学生命科学研究センターまたは石川

実験動物より購入）の腹部摘出皮膚をイオントフォレシス用2一チャンバー拡散

セル（ドナー、レシーバ容積はそれぞれ4．OmL、有効拡散面積は0．95cm2）4）

にはさみ、1／30Mリン酸緩衝液に溶かしたDC、　AT（濃度はそれぞれO．5％と

0．1％、ATでは適宜3H－1abeled　ATを添加）4．OmLをセルの角質側に、同量

の緩衝液のみを真皮側に加えた。これらドナーおよびレシーバ側はスターヘッ

ド型擁壁子により約1200rpmで捌孚し、37度に保った。経時的にレシーバ

ー溶液（0．1mL）を皮膚透過性の測定のためにサンプリングした。　DCの定量

はHPLCにより、3Hを含むATはシンチレーションカクテル10mL合わせ液
体シンチレーションカウンターで測定した。

（2）ジクロフェナックの皮膚透過に及ぼすジェットインジェクター処理の効

果
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Fig．1にDCの累積皮膚透過量を示す。◇は皮膚表面に直接ジェットインジ

ェクターをセットして処理したもの、○は皮膚から10mm離してジェットイ

ンジェクターで処理したものである。図から明らかなように、ジェットインジ

ェクターの使用によりコントロール（未処理）に比べ定常状態fluxが高くなり、

また1ag　timeが短くなった。すなわち、コントロールと比較して定常状態flux

は、皮膚に接してジェットインジェクター処理を施すと4倍になり、皮膚から

10㎜離してジェットインジェクター処理を施すと13倍となりた。以上より、

ジェットインジェクターのチップを皮膚表面に接して注入するよりも皮膚から

10㎜離して注入した方鮪効であることカミわかりた。この結果をTable　1

にまとめる。
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Fig．　1　Effects　of　different　jet　i　ajector　pretreatment　schedules　ento　the　skiB　permeation　of

diclofenac　through　hairless　rat　skin

　　　Symbols：　coRtrol　（圏），　siRgle　jet　injection　directly　onto　the　skin　surface　（〈〉　），　single　jet

　　　injection　I　O　mm　above　the　skiA　surface　（O　），　triplicate　jet　injectioR　10　mm　above　the　skin

　　　surface　（A　）．

　　　］Elach　data　point　represents　the　mean　±　S．E　of　3－6　replicates．
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Table　1　Effects　of　different　types　of　jet　injector　and　iontophoresis　treatrnent　en　the　permeation

parameters　of　diclofenac　fsteady－state　flux　（Jss）　and　lag　ti　mel　and　electrical　parameters　［potential

difference　（Vss），　elecnic　current　（lss）　aRd　membrane　resistance　（Rss）1　at　steady－state

Jss（ptg／cm2fh）　hag　time（h）　Vss（V） Iss　（mA） Rss　（kS2）　ref．

CoR｛rol

lxJI　（e　mm）

1xJI　（10　mm）

3．　xJI　（IO　mm）

1．96　±　O．23

7．81　±　O．84

26．30　±　3．65

71．83　±　5．35

05V翼P　　　　　　　　　　　　　46．22止三〇．04＊

O．5VIP＋lxJI（lemm）　98．76±16．93＊

O．1　mA　IP　14．76±5．4E
e．1mA　IP＋lxJI（IOmm）　3．3．．03±4．61

0．3　rnA　IP　57．26±4．40
0．3mA　IP＋lxJI（IOmm）　45．96±5．36

2．66　±　e．3．　2

1．55　±　O．18

0．98土0。嚢8

0．96士0．董7

　v
2．74±O．47＊　O．5

2．16±O．41＊　O．．5．

Fig．1

O．433±O．03．8＊　1．15　Fig．3

0．688±O．087＊　O．72

1．os±o．e7　o．op2±o．os4　o．　l

o．s4±o．os　o．os　l±o．e31　e．　l

l．24rkO．17　O．360！O．088　O．3

0．so±o．os　o．246±o．042　e．3

O．92

0．51

1．20

0．82

fig．　4

Each　value　represents　the　mean　er　the　mean　±　S．E．　of　36　replica｛es．

薮xJI（a　mm）：n　times　jet　injection　a　rnm　over　the　skin　s磁face，　IP：iontophoresis．

Rss　vvas　calculated　accordiRg　to　Ohrr｝’s　law．

＊　average　value　calculated　from　the　last　three　sampliRg　poiRts　（see　Fig．　3．　）．

　我々は以前、ジェットインジェクターのチップと皮膚の距離が角質に作られ

る小孔のサイズに影響を及ぼすと報告した。2＞瀦の騨を10㎜とすると

皮膚表面にチップをセットした時と比べて噴射される食塩液が広い面積に浅く

拡散し、結果として角質に大きな小面が生じた（0と10mm処理で皮膚表面の

小孔の面積は約。．1と。。3Mm2であった）。これがFig．1の2つのグループの

皮膚透過性が違う理由と考えられる。そこで、次に皮膚上10mmから3回処

理し3つの孔をあけて試験した。この結果もFig．1とTable　1に併記する。3

回処理後のfluxは1回処理に比べて3倍高く、コントロールに比べて37倍高

かった。以上より、ジェットインジェクター処理皮膚を通るDCの主な透過ル

ートはジェットインジェクターによって作られる小孔であることが明らかとな

った。

（3）アンジオテンシンIIの皮膚透過に及ぼすジェットインジェクター処理の

効果

ATはDCより分子量で3倍大きく、水溶性でそれゆえに皮膚を透過しにく

い。なお、実験に先立ちATの化学的、放射化学的安定性を確認した。3）

Fig。2は未処理とジェットインジェクタr（皮膚表面とチップの間隔を10mm

一3一



とした）を用いた場合のATの累積皮膚透過量を示す。全ての群で、短い1ag　time

とその後の定常状態fluxが得られた。　Table　2にこのfluxと1ag　tirneを示す。

ジェットインジェクター群のfluxはコントロールと比べ約22倍高かった。ジ

ェットインジェクターは水溶性薬物の透過孔を大きくさせ、皮膚透過の改善に

有効であった。この検討より、ATのような分子量の大きい薬物の皮膚透過の

改善にもジェットインジェクターを使用できることが判明した。1
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F：ig．　2　liffects　of　jet　injector　pretreatmeRt　on　the　skin　perrneation　of　aRgiotensin　II　through

hairless　rat　skin

　　　Sym　bOls：control（翻），　singlejet　injection　l　O　mm　above山e　skin　surface（O）．

Each　data　poi　nt　represeRts　the　mean　±　S．E．　of　3－6　replicates．
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Table　2　Effects　of　different　types　of　jet　injector　and　iontophoresis　treatment　on　the　permeation

parameters　of　angiotensin　II　fsteady－state　fiux　（Jss）　and　lag　ti　me　l　aRd　electrical　pararneters　［potential

difference　（Vss），　electric　curreR｛　（lss）　and　membrane　resistance　（Rss）1　at　steady－state

Control

lxJI　（10　mm）

O．2　V　IP

O．2　V　IP　＋　lxJI　（IO　mm）

O．3　mA　IP

e．3　mA　IP　＋　lxJI　（IO　mm）

Jss（”g／cm2／h）　Lag　time（h）　Vss（V）

e．177±O．O13　O．37drO．20

2．628±O．445　O．23±O．21

e．878　±　O．093

4．868　±　1．178

4007士0．75璽

4．979　±　1．5e3

1．52±O．15　O．2

－o．ogdro．34　e．2

L叢6士0．豆4　　　0．647±0．028

e．22±O．17　O．185±O．041

Iss　（nvesL）

o．oos　±　o．e2s

O．428　±　e．103

0．3

0．3

Rss　（kS））　ref．

Fi　g．2

5呂K餌
甫
1
6
θ

2
0
Z
O

Each　value　represents　the　mean　er　the　mean　±　S．E　of　3－6　replicates．

nxJI　（a　mrn）：　R　tirr｝es　jet　injectio”　a　nm　over　the　skin　surface，　IP：　ioRtophoresis．

Rss　was　calculated　according　te　Ohm’s　law．

第2節　ジェットインジェクターとイオントフォレシスの併用

イオントフォレシスに関する研究は多いが、皮膚透過ルートをあらかじめ拡

大させて使用した報告は少ない。そこで、ジェットインジェクターで前処理を

行ってDCとATの皮膚透過改善効果を検討した。

（1）皮膚透過試験法

　定電圧イオントフォレシスと定電流イオントフォレシスを行った。ドナー側

とレシーバ側セルに白金電極をセットし、薬物の皮膚透過性のみならず電圧と

電流を測定した。DC、　ATの皮膚透過実験に適用した電圧値はそれぞれ0．5V、

0．2V、電流値は0．1、0．3mA（DC）と0．3mA（AT）とした。他の方法は前節

と同様である。

（2）DCの皮膚透過におけるジェットインジェクターと定電圧イオントフォ

レシスの併用効果

　まず、ジェットインジェクターと定電圧イオントフォレシスの併用効果を評

価した。予備実験より0．2Vイオントフォレシスはジェットインジェクターの

みと比較して低い透過性を示したので。．5vの適用とした。　Fig．3に。．5vイ

オントフォレシスにおけるDCの累積透過量を示す。ジェットインジェクター

と定電圧イオントフォレシスを併用した時の4時間までの累積量はイオントフ

ォレシスのみより3倍高かった。なお、どちらも定常状態fluxが見られなか
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つた。これは皮膚抵抗の漸次的な減少が原因と思われる。Table　1に平均flux

と1ag　timeを示す。これらはFig．2の最後の3点から計算して求めた。この

検討より、両者の併用はDCの皮膚透過の改善に有効であることが明らかにな
った。
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Fig．　3　Combined　effects　of　jet　injector　pretreatment　and　coRstant　voltage　iontophoresis　on　the　skin

permeatioR　of　diclefenac　through　hairless　rat　skin

　　　Symbols：　coRstaRt　voltage　（05　V）　ioRtophoresis　alone　（tw　），　single　jet　injection　I　O　mm

　　　above　the　skin　surface　with　constaRt　voltage　（O．．S　V）　ientophoresis　（O　）．

　　　Each　data　point　represents　the　mean　±　S．E　of　E－6　replicates．

　ここで得られた併用効果は、ジェットインジェクターによって作られた小孔

がDCの新しい皮膚透過ルートとなり、角質バリアーの電気抵抗を減少させた

ためによると考えられた。なお、ジェットインジェクターで前処理した皮膚の

定電圧イオントフォレシス時の皮膚を通る平均電流（0．69mA／cm2）はジェッ

トインジェクター未処理時の値（0．43mA／cm2）よりも高かった。電流値は皮膚

を通るDCイオンの含むいろいろなイオンの原子価x透過速度の合計に比例し

ている。しかし、透過実験的の電流密度が0．5mA／cm2以下では、電流とDC　flux

の関係はほぼオームの法則に従ったが、それ以上では、両者の相関性は低下し

た。この結果より、高い電流値になると皮膚ダメージが生じる可能性があった

ので、ここに示した定電圧イオントフォレシス透過実験は4時間とした。
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（3）DCの皮膚透過におけるジェットインジェクターと定電流イオントフォ

レシスの併用効果

　薬物fluxの漸次的な増加は定電圧イオントフォレシス中による電流の増加の

ためであり、この方法では経皮吸収速度が調節しにくい。そこで、次に定電圧

から定電流イオントフォレシスに代えてジェットインジェクターとイオントフ

ォレシスの併用効果を評価した。　　　　　　　　　　　　　’

　Fig．4aと4bにそれぞれ0．1mA、0．3mAの電流適用時のジェットインジェ

クター一1回処理のDCの累積皮膚透過量を示す。　Table　1の下の部分はその時

のデータである。定電圧イオントフオレシスとは異なり定電流イオントフォレ

シス時の透過プロファイルでは、短い1ag　timeの後に定常状態のfluxが得ら

れた。ジェットインジェクター処理のfluxはジェットインジェクター処理なし

時よりも大きかった。しかしこの値はジェットインジェクターのみ処理時の

fluxとほとんど等しく、　DC透過に及ぼす両者の併用効果は見られなかった。
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Fig．4　CombiRed　effects　of　jet珂ector　prctreatment　and　constan£c糠rre搬iontophoresis　on由e　skin

permeation　of　diclofenac　throロgh　hairless臓t　skln

　　　Symbols：　constant　current　（O．1　and　O．3　mA）　iontophoresis　alone　（＠　），　single　jet　injectioR　10

　　　mm　above　the　skiR　surface　with　constant　current　（O．1　and　O．3　mA）　iontophoresis　（O　）．

　　　　　　　Each　data　point　represents　｛he　meaR　±　S．E．　of　3－6　replicates．

　0．3mAのイオントフォレシスの場合、定常状態fluxはジェットインジェク

ター処理群よりも未処理群の方が低かった。また、ジェットインジェクターと

定電流イオントフォレシス（0．1mA，0．3mA）の併用はイオントフォレシスの

みよりも皮膚を介する電気的なエネルギーにあまり差はなかった。しかし、ジ

ェットインジェクターの併用は化学的促進剤とイオントフォレシスの併用時と
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同様に5）、必要とする電気力を減らすことができた。定電流イオントフォレシ

スによる皮膚への傷害の可能性は定電圧イオントフォレシスより低く、特に長

時間でのイオントフォレシス処理では定電流イオントフォレシスが有用であろ

うと思われた。

（4）アンジオテンシン1の皮膚透過におけるジェットインジエクターとイオ

ントフォレシスの併用効果

Fig．5aは0．2　Vイオントフォレシスのみとジェットインジェクター併用時

のATの累積透過量を示す。併用群ではイオントフォレシスのみより5倍flux

が高く、ジェットインジェクターのみの2倍であった。このようにATでも併

用による効果が得られた。興味深いことに、DCと異なり、両方のケースで定

常状態fluxが得られた。　D　Cの定電圧イオントフォレシス群とは異なりATの

イオントフォレシスでは、皮膚抵抗の経時変化は見られなかった。これは定電

圧イオントフォレシス中の電流増加はDCなどの分子量が小さな薬物や内因性

イオンの経時的な増加に関係しているのが原因と思われた。

60

　
　
　
　
⑳
　
　
　
　
2
0

（
N
§
為
δ
蓉
窟
。
自
＆
。
。
e
q

a）　ConstaRt　voltage

　　　¢
　9k　，．　．＠＠＠　tw
o
O　　　2　　　4　　　6　　　8

　　　　Tirfie（h）

6e

co

20

b）　CoRstant　current

　
　
T
①
⊥
㊥

　
　
　
T
①
上
㊥

　
　
　
φ
⑳

0　　　2　　　4　　　6　　　8

　　　Time（h）

Fig．　5　Cornbined　effects　of　jet　i　ajector　pretreatment　and　censtant　voltage　and　constant　current

iontophoresis　on　the　skin　permeation　of　aRgiotensin　II　through　hairless　rat　skin

　　　Symbols：　constant　voltage　（O．2　V）一一　or　constant　curreRt　（O．3．　mA）　iontophoresis　alone　（＠　），

　　　single　jet　injection　I　O　rnm　above　the　skiR　surface　with　constant　voltage　（O．2　V）　or　constant

　　　curreRt　（O．3　rnA）　ioRtophoresis　（O　）．

　　　Each　data　point　represents　the　meaR　±　S．E．　of　3－6　replicates．
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　次にジェットインジェクターと定電流イオントフォレシスの併用を検討した。

Fig．5bは0．3　mAイオントフォレシスでジェットインジェクターの処理をし

た場合としない場合の累積皮膚透過量を示す。図から明らかなように、ジェッ

トインジェクターの併用の有無による定電流イオントフォレシス中の定常状態

fluxに有意な差はなかった。

第3節　まとめ

　ジェットインジェクターと定電圧イオントフォレシスはコントロールに比べ

DCやATの皮膚送達速度を上昇させた。また、これらの併用ではジェットイ

ンジェクター、定電圧イオントフォレシスのみよりも高いfiuxとなった。この

併用効果はジェットインジェクターによって皮膚抵抗が低くなったためである。

しかしながら、定電圧イオントフォレシスでは皮膚透過の薬物送達制御が難し

く、皮膚に傷害を与えるかもしれない。ジェットインジェクター処理に加えて

短時間の定電圧イオントフォレシスの後の定電流イオントフォレシス処理が、

皮膚の傷害を抑えて薬物の皮膚透過を改善する最も適切な方法であると考えら

れた。

第2章エレクトロポレーションとイオントフォレシスの併用に

関する検討

第1節エレクトロボレー…シ9ン単独処理の効果

物理的皮膚透過促進方法の一つであるエレクトロポレーション
electroporation6”8）はもともと生体内や細胞内への遺伝子導入法の一つとして

開発されたものである。本方法では、瞬間的に高電圧パルスを負荷することで

生体膜や細胞膜に小息を形成させ物質を導入することができる9｝11）。すなわち、

パルス状の電場を負荷することによって、生体膜中の脂質二重層はラメラ層か

ら非ラメラ層へ変化してporeを形成する。一般に、このpore形成は可逆的
であり12・13）、適用電圧の高いほうが透過性も高いとされている14）。

　しかし，エレクトロポレーションの効果を十分に引き出しかつ副作用を抑え

る最適化の検討はほとんどない。そこで、エレクトロポレーションの効果に関

連すると思われる基礎的なパラメーターである適用電圧，電極の位置、電極間

距離等の影響について検討した。なお，本章ではモデル薬物として安息香酸ナ

トリウム（BA　Na）（分子量144、　pKa　4．19）を選び，エレクトロポレーショ

ン適用時の安息香酸（BA）の皮膚透過性をヘアレスラット腹部摘出皮膚を用い

たin　vitro透過実験から検討した。
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（1）薬物の皮膚透過性に及ぼすエレクトロポレーション時の適用電圧の影響

　皮膚を介して電極を設置し（角質層側をneedle電極、真皮側をring電極），

BA皮膚透過に対するエレクトロポレーションの効果を適用電圧を変えて検討

した。Figs．6a，6bにそれぞれ角質層側を陰極または陽極としたときの種々適

用電圧におけるin　v：itro　BA透過の経時fluxを示す。　EP処理を施さないと

き（コントロール），約2時間の1ag　timeの後ほぼ一定のflux（0．07μ

mo1／crn2／h）が得られた。一方、4から6時回目までの2時間に亘り1

pulse／minで断続的にエレクトロポレーション処理を行うと両者ともBA

fluxは経時的に増加した。また，この皮膚透過促進効果は適用電圧を上げるに

つれて増強した。興味深いことに、fluxは角質層側を陽極とするより陰極とし

たときの方が大きかった。すなわち、エレクトロポレーションの透過促進メカ

ニズムには前述した皮膚バリアー中のpore形成だけでなく、いわゆるイオン

トフォレシスでみられるような電気駆動力の効果も関与していることが示唆さ

れた。また、両ケースとも比較的低電圧の負荷では電圧off後にBA　fluxの

低下がみられた（Fig．6a⑭、6b　O）。すなわち、エレクトロポレーションで

はある程度の電圧までなら一旦形成されたporeが比較的早く消失する、いわ

ゆる可逆的効果が得られることが示唆された。
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Fig．6　liffects　of　electroporation　on　the　tkne　course　of　BA　fiux　through　hairless　rat　skin．

　　Symbols：　control　（W，V），　150V　（＠，O），　3．　ooV　（“dSitsti，A），　450V　（op，〈〉），　600V　（tw，ll）．

　　Closed　symbols　：　Needle　electrode　was　sct　as　an　cathode．　OpeH　symbols　：　Needle

　　electrode　was　set　as　an　afiode．
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次に、陽極、陰極の設置位置とエレクトロポレーションの皮膚へのダメージ

（pore形成の可逆性）の関係を検討するために、角質層側の溶液を電圧負荷す

るときは生理食塩液、offのときはBA　Na溶液として皮膚透過実験を行った。

なお、電圧は1時間毎に最初の10分間のみ1pulse／minで負荷した。こ
の実験により、エレクトロポレーションの電気駆動力による透過促進能が無視

できpOre形成能のみを分離評価できると思われた。結果をFig．7に示す。

電極の設置位置にかかわらず、8時間に亘るBA累積透過量はコントロール

（エレクトロポレーション処理なし）時の値より約2．1倍高かった。しかし、

電極の位置を変えても促進比には有意な差はなかった。このことから、陽極、

陰極の設置位置を変えても皮膚へのpore形成能に差がないものと考えられた。
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F：ig．　7　Effects　of　anode　and　cathode　positions　at　electroporatiofi　oR　the　BA　permeation　across

hairless　rat　skin

　　　Symbols：control（團），　anode（㊥），　cathOde（△）

　　　Each　data　poi　Rt　represeR｛s　the　mean　±　S．E．　of　3．　replicates．

　Figs．6a，6b）に示したエレクトロポレーションon直前の定常状態fluxを

J。。nt、　off直後のfluxをJmaxとして、各適用電圧における最大促進比

（J。iax／J。。。t）を計算した。その結果をFig．8に示す。同じ適用電圧で比較す
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ると、角質層側のneedle電極を陰極にした方が陽極とするより高い促進比が

得られた。また、適用電圧を上げていくと最大促進比も直線的に増大した。以

上の結果から、エレクトロポレーションには2つの異なった促進メカニズム、

すなわち、電圧を適用している間にpOreが皮膚バリアー中に形成され、そこ

をBAが拡散するという機構と、イオントフォレシスにみられるように電気エ

ネルギーによる駆動力の増加による促進機構が関与していると考えられた。ま

た、エレクトロポレーションではoffした後にもバリアー中に残存している

poreを通ってBAが輸送されるものと考えられた。
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Fig．8　Effects　of　electrode　position　oB　Jmax．IJcont　through　hairless　rat　skin

　　　　Each　data　point　represents　the　mean　±　S．E．　of　3　replicates．

　今回のin　v：itro皮膚透過実験では角質層側、真皮側ともに生理食塩液を使

用したため、Fig．9aに示すように角質層側を陰極としてエレクトロポレーシ

ョンの処理を行うと、まず最初に角質層に水溶性経路であるporeが形成され、

そのporeを通り瞬間的にイオンも流れる。その後断続的に適用電圧を負荷す

ることによりイオンがporeを流れ、また、　pore自身も拡大してporeの存
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続時間が延長すると考えられる。そのためNa＋などの陽イオンが形成された

pOreを通り真皮側から角質層側へ、逆にBAMやCl一などの陰イオンが角質

層側から真皮側に電気駆動力によって移動する。また、角質層側を陽極にする

とC1一が真皮側から角質下側へ、　Na＋が角質層側から真皮側に電気駆動力に

よって移動すると考えることができる（Fig．9b）。

（a）

Na＋

Cl一

BA一

角質層側

Na＋

Cl一

真皮側

十　　　十

（b）

Na＋

Cl一

BA一

角質層側

Na＋

cr

真皮側

イオンの流れる方向：→

Fig．9　Schematic　diagram　of　ion　trafispert　at　electrophoresis

　以上のことからエレクトロポレーションには本来のporeを形成して薬物の

皮膚透過を促進しているのではなく、イオントフォレシス様の電気駆動力も関

与していることが示唆された。

（2）エレクトロポレーションの角質層への影響

　次に、角質層のないstripped　skinではエレクトロポレーションの作用がど

のように表れるか評価した。Fig．10にstripped　skinを介したBAの経時flux

を示す。エレクトロポレーション処理と未処理ともにほぼ同様の挙動が得られ、

3時間の1ag　timeの後ほぼ一定のflux（約15μmo1／cm2／h）となった。

このことよりstripPed　skin透過性に対しては、エレクトロポレーションの効

果はみられないことがわかった。
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Effects　of　electroporation　on　the　ti　me　course　of　BA　fi　ux　through　stripped　hairless

Symbols：control（囲），150V（0），150V（㊥），300V（△），300V（《）

Ciosed　syrnbols　：　Needie　electrode　was　set　as　an　cathode．　Open　symbois　：

Needle　electrode　was　set　as　an　anode．

Each　data　point　represents　the　mean　±　S．E　of　3　replicates．

　（3）エレクトロポレーションのより実用的な系に関する検討

　次にエレクトロポレーションの実用性を考慮に入れて、ring電極とneedle

電極をともに角質層側に適用し皮膚透過実験を行った。Fig．11にその時の各

適用電圧でのBAの経時fluxを示す。なお、図中の脚注に示したN（一）ま

たはN（＋）はneedle電極をそれぞれ陰極、陽極としたことを示す。コント

ロール時のBAの皮膚透過は2時間の1ag　time後一定のflux（0．07μ
mo1／cm2／h）を示した。一方エレクトロポレーションで処理するとfluxは

経時的に増加した。また、この作用は適用電圧が高い方がより大きく、さらに

ring電極を陽極とした時の方が大きかった。　ri㎎電極を陽極とするとエレク

トロポレーションOnのときに皮膚表面にBAを引きつけることによって薬

物透過が上がったと推察された。
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Fig．11　Effects　of　electroporatien　on　the　time　course　of　BA　flux　through　hairless　rat　skin．

　　　Symbols：control（囲），150V－Nイ＋）（0），150V－N一（一）（㊥），300V－N一（＋）（△），300V－N一（一）

　　　（A）

　　　N一（＋）　：　Needle　electrode　was　set　as　an　cathode．　N一（一）：　Needle　electrode　was　set　as　an

　　　anode．

　　　Each　data　point　represents　the　meaR　±　S．E．　of　3　replicates．

　また、この電極の位置（陽、陰極ともに角質層側に設置）が　（1）　で行っ

た実験系、つまり皮膚を介して電極を設置したとき（Figs．6、7）とどのよう

に異なるかについて検討した。これら各実験から、エレクトロポレーションon

直前の定常状態fluxをJ，。nt、エレクトロポレーションoff後のfluxをJm。x

として、各適用電圧でのエレクトロポレーションの最大促進比（J、。。x／J，。。t）を

計算した。結果をFig．12に示す。電極の皮膚を介した設置と皮膚を介さない

設置でBAの最大促進比には有意差はみられなかった。このことからエレクト

ロポレーションでは皮膚を介して電極を置く必要がないことが明らかとなった。
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fig．12　Effccts　of　electrode　position　and　voltage　on　Jmax／JcoRt

　　　Each　data　poi　nt　represents　the　mean　±　S．E　of　3　replicates

　ここで、エレクトロポレーションの経皮吸収促進効果に関する適用電圧とそ

のときの電極の置き方の影響について小罪する。角質層側に陽極または陰極の

電極のどちらを設置しても、適用電圧を上げていくとBAの皮膚透過性は増加

した。しかし、その促進作用は角質層側を陰極としたときの方が陽極とするよ

り大きかった。さらに、エレクトロポレーション負荷時に角質層側を生理食塩

液としoff後にBA溶液として行った透過実験からBAの皮膚透過性に有意

な差が得られなかったことから、陽極、陰極の選択によるporeの形成能に違

いがないことが示唆された。これらの結果から、角質層側を陽極としたときは

皮膚中に形成されたpore中をBAが拡散・透過したと考えられた。また、角

質層側に陰極電極を設置したときは角質層バリアー申のporeが形成に加え、

電気エネルギーによる駆動力が加わりBAの皮膚透過がさらに促進されたもの

と考えられた。また、適用電圧が低い時のpore形成は可逆的であることが示

唆された。また、電極を皮膚を介して設置した場合と両電極ともに角質層側に

置いたときの皮膚透過性には有意な差が見られなかったことから、電極は皮膚

を介して置く必要がないことが明らかとなった。
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（4）エレクトロポレーションによる電極間距離の影響

　次に、電極間距離を変えてエレクトロポレーションの皮膚透過促進効果につ

いて検討した。また、エレクトロポレーションの作用部位をより詳細に検討す

るためにBAの皮膚内濃度を測定した。

　Fig．13．は電極間距離に対するBAの最大fluxを示す。コントロール（エ

レクトロポレrション処理なし）に比べ、15mrnの間隔で電極を設置すると、

で約1．45倍の最大fluxの違いが得られた。また、電極間隔を近づけていく

と皮膚透過促進効果がさらに増大した。しかし、5mm以下とすると逆に促進

効果が小さくなる傾向を示した。これは、おそらく電極間の放電現象によるも

のと考えられた。
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Fig．13　Effects　of　aRode－cathode　distance　aftd　voltage　on　Jmax／JcoRt

　　　bech　data　poi　nt　represents　the　fnean　±　S．E　of　3　replicates．

（5）エレクトロポレーション負荷時におけるBAの皮膚内濃度の測定

　薬物の皮膚透過性は皮膚透過量からだけでなく皮膚中量を測定することによ

っても評価できる。そこで、エレクトロポレーションon時のBAの皮膚内

濃度を測定して皮膚透過促進部位を検討した。Fig．14に電極（needle電極）

設置部位と皮膚サンプリング部位を、Fig．15に各皮膚部位でのBA濃度を示

す（ただし、aのみにエレクトロポレーション処理）。コントロール時の皮膚
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内濃度に比べ、a、　b、　cはそれぞれ約3倍、2倍、1．6倍であった。すな

わち、電極に極めて近いaでは電場強度が大きく、pOre形成能が高く、結果

としてBAの皮膚内濃度が高くなったと考えられた。一一方、　g、　hのように

電極から離れると電場強度が低下し、BAの皮膚中量はコントロール部位と有

意な差が得られなかった。以上より、エレクトロポレーションは電場強度の高

いところ、すなわち電極の真下と電極間の角質層に作用してporeを形成し薬

物皮膚透過性を向上させているものと考えられた。

d

b e h

a C f

Fig．14　Position　of　e｝ectrodes　and　skin　safnples　to　measure　BA　ameunt
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　　　　　　Fig．15　E］ffects　of　electroporation　on　the　BA　amount　in　several　skin　sltes

　　　　　　Each　data　point　represents　the　mean　±　S．E．　of　3－5　replicates．

（6）エレクトロポレーションによる電極の適用部位の影響

Fig。3、4の結果から、電極を一ヶ所に設置しエレクトロポレーション処理
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（300V）してもfluxは2～3倍の促進効果しか示さなかったが、電極付近

の皮膚内BA濃度は高いことがわかった。したがって、エレクトロポレーショ

ン適用部位数を増せばBAの皮膚透過がさらに促進することが予想された。

そこで、電極の適用部位数をローテーションしてエレクトロポレーション処理

した。Fig．16にローテーション方法を、　Fig．17に各実験におけるBAの経

時fluxを示す。1のみに電圧を負荷したものを集中型（10calized）とし、1時

問目に1、2時問目に2の部位のようにエレクトロポレーションを処理した

ものを分散型（rotated）とした。集中型、分散型はともにコントロールに比べ

BAの皮膚透過を促進したが、分散型は集中型より5～6時間目のfluxで約

1．5倍高かった。以上、集中型では促進効果の飽和が見られたが、分散型では

各部位で飽和のない促進効果が得られた。

4

3 6
】
【 2

5

Fig．16　Electroporation　positioR　on　the　excised　skin
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Fi　g．　17　Effects　of　rotated　or　10cal　i　zed　electrode　position　on　the　electroporated　skin

permeatation　of　BA

　　　　Symbols；control（囲），　rotated（《），1㏄alized（㊥）

　　　　Each　data　point　reprcsents　the　meaR　±　S．E．　of　3　replicates．

　ここで、エレクトロポレーションの効率化を目指し、電極間距離、電場強度、

および電極の位置についての検討結果を小野する。エレクトロポレーション適

用時の四四購が5㎜のときBA皮離過性が駄でありたことから、
電極間距離には至適距離が存在することが明らかとなった。また、BAの皮膚

内濃度は電極近傍で高く、電極から離れていくにしたがい皮膚濃度が低くなっ

た。さらに、電極の適用部位数を増すことにより皮膚透過性が増加した。以上

の結果から、エレクトロポレーションの皮膚透過促進効果は電場強度に密接に

関係していることが示唆された。また、エレクトロポレーションの負荷部位を

増すことは、薬物の皮膚移行部位を増すことになり、皮膚透過性を向上させる

方法として有用であることが明らかとなった。

第2節エレクトロボレーションとイオントフォレシスの併用に関する検討

　エレクトロポレーションに作用メカニズムの異なるイオントフォレシスを併

用して、さらなる促進効果を得ることを目的に以下の実験を行った。

（1）エレクトロポレーションとイオントフォレシスの併用に関する検討

Fig．18にエレクトロポレーション単独系（450　v）と、エレクトロボレー
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ションとイオントフォレシス（450V、3V）併用系のBA累積皮膚透過量一

時間曲線を示す。各処理群の8時間に亘る累積透過量をコントロールと比較す

ると、イオントフォレシス単独系は3．67倍、エレクトロポレーション単独系

は1．67倍、またこれらの併用系は7．08倍になった。この結果から、エレク

トロポレーションにイオントフォレシスを併用することでBAの皮膚透過性が

相乗的に促進されることが明らかになった。この促進メカニズムとしては、エ

レクトロポレーションによってporeが形成され、そこにイオントフォレシス

によって生じた電気駆動力が作用してBAの透過性をさらに増加させたことで

あると考えられた。
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Fig．18　Effects　of　electroporation　aRd／er　iontophoresis　on　the　amount　of　BA　permeated　through

hairless　rat　skin．

　　　Symbols：control（囲），　iontophoresis（㊥），　clectropratioR　450V（命），

　　　iontophoresis　＋　electropration　450V　（A）

　　　Each　data　point　represents　the　mean　±　S．E．　of　3　replicates．

（2）エレクトロポレーションとイオントフォレシスの併用効果に対するエレ

クトロポレーションの適用電圧の影響

　Fig．19にエレクトロポレーションとイオントフォレシスとの併用系とエレ

クトロポレーション単独系における各適用電圧での定常状態fluxを示す。エ

レクトロポレーション単独系（150、300V）のBA　fluxはコントロール時

の値とほぼ変わらなかった。BA自身の固有の皮膚透過性は高く、150、300　V

ではエレクトロポレーションの促進効果がほとんど現れなかったと考えられた。

しかし、この程度の適用電圧でもイオントフォレシスを併用することによっ
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て高い促進効果がみられた。また、より高い電圧（450、600V）でエレクト

ロポレーション処理をしイオントフォレシスを併用すると、相乗的な皮膚透

過促進効果がみられた。また、その効果はエレクトロポレーション時の適用電

圧の高いほうが大きくなった。
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Flg．19　Effects　of　electroporation　and／or　iontophoresis　oR　the　BA　fitix

　　　　Each　data　poi　nt　represents　the　mean　±　S．E　of　3　replicates．

第3節　まとめ

　150、300Vのエレクトロポレーション単独系ではほとんど促進効果がみら

れなかったが、この適用電圧でもイオントフォレシスを併用することで高い促

進効果が得られた。この時に皮膚バリアー中に形成されたpOreは、　BA自身

の皮膚透過性が高いため、ほとんど単独系での促進効果に寄与しなかったもの

と考えられた。しかしエレクトロポレーションの適用電圧を450、600Vまで

上げてイオントフォレシスを併用すると、相乗的な透過促進効果が得られた。

以上より、エレクトロポレーションに作用メカニズムの異なるイオントフォレ

シスを併用すると皮膚透過性をさらに増加できると思われた。
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おわりに

　本研究より、ジェットインジェクターやエレクトロポレーションで前処理を

行い、角質層バリアーに小孔を形成させ、これとは全く促進メカニズムの異な

るイオントフォレシスを併用することで、薬物の経皮吸収のさらなる改善が可

能であることが明らかになった。

　今回得られた結果は、現在点滴治療に用いられている薬物のみならず皮膚か

らの吸収がほとんど期待できずヒトへの適用方法がないペプチドやDNA薬の

皮膚適用製剤化のための一歩になるものと思われる。また、今回の研究を継続

することによって、これらの製剤が点滴注射に代わるものとして広く受け入れ

られると考えている。
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