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総論 の部

緒 言

近年高い薬理活性を有する薬物の開発が進むにつれて､薬物体内動態の精密制御による薬

物療法の最適化が重要な課題となってきた｡ドラッグデリバリーシステムはこうした概念に基

づく薬物投与形態の総称であり､主として薬物放出制御と作用部位への標的化という観点から

検討が進められている｡皮膚への薬物投与に関しては､従来より局所薬物療法として用いられ

てきたが､最近では全身的な作用発現を期待した薬物投与経路としても注目を集めるようにな

り､scopolanhel)の放出制御システムをはじめとして､nitroglycerin23)､clonidine4)､estradio15,6)､

nicotine7)などの経皮治療システムTrmsdemlBHberape血 SystemfrTS)が上市されてきているo

TTSは､長期間にわたる連続投与が可能であること､腸管や肝臓における初回通過効果が回

避できること､副作用発現における投与中止か容易であることなど多くの利点を有している｡

しかしながら多くの薬物においては､皮膚本来のバリアー機能により皮膚透過性が著しく低く､

単独では十分な治療効果が期待できないため､現在､プロドラッグ化印)､吸収促進剤の利用

10,ll)､イオントフォレシス12･13)などの吸収改善法を利用した製剤化検討が活発に試みられるよ

うになってきた｡このように経皮吸収製剤がますます複雑化する傾向にあるにもかかわらず､

未だ製剤設計の基盤となる薬物吸収動態の予測手投が確立されておらず､現在のところ薬物投

与の最適化は大部分試行錯誤的に行われているにすぎない｡

著者は､こうした現状認識に基づき､薬物の皮膚透過挙動を精度よく予測できる方法論の開

発を最終目的として､まず最初に新規経皮吸収モデルの構築および吸収動態解析法の確立を

行った｡さらに本解析法を吸収促進剤の作用機構解析に適用し､対象薬物の物性と吸収促進効

果との関連性を整理することによって､吸収促進剤の作用機構と薬物の物性を基本として吸収

促進剤適用時のinvitro薬物吸収を予測する方法を開発したOまた､実際の薬物投与のために

考慮されるべき薬物吸収の動物種差やinvitro/invivo間の差に関して基本的な問題を明らかに

するため､本モデル解析法を用いてこれらの差違を解析した｡

以下､これらの結果について三幸にわたり論述する｡
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第 Ⅰ章 皮膚拡散モデルの構築と経皮吸収動態解析への応用

経皮吸収製剤の設計､開発において､薬物吸収を定量的に評価できる速度論的解析手法の

開発が不可欠と考えられる｡従来より経皮吸収動態解析法に関して数多くの検討がなされて

おり､拡散モデル14~20)やコンバートモデル2l-24)に代表されるモデル依存的解析法とデコンポ

リューション法25)やモーメント解析2637)に代表されるモデル非依存的な解析法が考案されて

きた｡なかでも､薬物の経皮吸収機構が受動拡散と考えられるため､経皮吸収動態解析には

拡散モデルに基づくアプローチが繁用されてきた｡

しかしながら､薬物の経皮吸収に関して組合的な議論を行う上では皮膚の解剖学的特性を

考慮した動態モデルの構築が必要とされるにも関わらず､Fickの拡散式を基本とした拡散モ

デルでは皮膚透過の理論式を解析的に解くのか困難であるため､従来より吸収動態解析には､

皮膚を均一な一枚膜とみなすかあるいは定常状態のみを取り扱う単純なモデルしか用いるこ

とができなかった｡コンピュータによる数値計算法の利用はこうした問題を打開するための

手段と考えられるが､精度の高い数値計算には膨大な時間を要するために､これまでの研究

では単にシミュレーションにしか応用されておらず､薬物吸収に関して概念的な理解を得る

ことを目的に利用されるにすぎなかった28~叩｡

近年細野 らによ って高速 ラプ ラス遭変換 アル ゴ リズム FastlnversionofLaplace

Transfbm(FmT)が開発され31)､Fickの拡散式のような偏微分方程式に対しても高速でしか

も精度の高い数値計算が可能となったO矢野､山岡らはこのFmTアルゴリズムを利用した

非線形最小二乗法プログラムMULT岬ILT)を開発し32)､現在このプログラムは薬物体内動

態の解析に幅広く応用されるようになっている33~37)｡

本章では､皮膚の解剖学的構造を基盤として薬物の吸収過程を考慮した拡散モデルを構築

し､ラプラス次元での定膚透過に関する理論式を誘導することによって､FmTアルゴリズ

ムによる数値計算と組み合わせた動態解析法の確立を行った3841)oさらに､本解析アプロー

チの応用性を単純な系で検討する目的で､皮膚を角質層とそれ以下の層の二眉からなると捉

えた二枚膜皮膚拡散モデルに基づいて薬物皮膚透過挙動の解析を行った3839)O

Ⅰ-1 皮膚拡散モデルの構築

皮膚は解剖学的および物理化学的に性質の異なる幾つかの層からなり､薬物はそれ自体が

有する物理化学的性質に応じて適した経路を介して皮膚透過するものと考えられる｡した

がって､薬物吸収動態を包括的に説明で書る動態モデルを構築し吸収予測理論を確立するた

めには､皮膚の構造と薬物透過経路との関係を理解し､各経路における薬物の透過パラメ-
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タと薬物の物理化学的パラメータとを関連づけて整理することが必要である。

　そこで本節では、これまでに得られている経皮吸収に関する基礎データを基に、薬物皮膚

透過挙動を統一的に説明できるモデルを構築し、このモデルに基づいてラプラス次元での皮

膚透過に関する式を誘導した。また、本モデルと従来より報告されているモデルとの対応関

係を整理した。

1－a　極性および非極性経路を考慮した二枚膜皮膚モデルの構築

　皮膚は解剖学的に表皮、真皮、皮下組織からなる組織であるが、表皮層の最外層である角

質層が薬物の皮膚透過に対して最も大きなバリアーとして機能している（Fig．1）。角質層はケ

ラチンで満たされた角質細胞から構成されるが、細胞間隙には多重の脂質二分子膜が存在し、

この脂質構造が角質層のバリアー機能に重要な役割を果たしていると考えられている。薬物

の角質層透過経路には角質細胞の実質部分を透過する経路と細胞間隙を透過する経路の二つ

が考えられるが蝋3）、いずれが主たる経路であるかについては議論が分かれており帽8）、現

在のところ明確な結論は得られていない。また、皮膚には毛穴や汗腺といった付属器官が存

在しており、これらもまた薬物の吸収経路となり得ることが知られている15）。一般に付属器

官からの吸収は速やかであるが有効表面積が小さいためにその経路の寄与は小さいと考えら

れてきたが15）、毛穴を透過する寄与が予想されていた以上に大きいということも最近報告さ

れている49）。また、イオンや極性の高い薬物では、角質層実質での透過性が極めて低いたあ

hair
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　　　　　sweat　gIands

Epidermis

Dermis

Subcutaneous
tissue

／
Stratum

corneum

capillaries

Fig．1．　The　anatomica聖stmcture　of　5kin。
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経付属器官経路の寄与が相対的に大きいことが示されている2L獅1）。以上のような経路を介

して角質層を透過した薬物は、さらに生きた表皮や真皮層を拡散し、真皮に発達した毛細血

管から全身循環系へ移行すると考えられる。

　従来より、定常状態におけるin　vitro皮膚透過性と薬物の物理化学的性質、特に薬物の親

油性との関係について数多くの検討がなされてきた1臥4Z5■55）。これらの研究では、薬物の親

油性が増大するにつれて基本的には水溶液からの皮膚透過性が増大するが、親水性が非常に

高い薬物では親油性に依らず皮膚透過が一定であり、これらの薬物が角質層の極性の高い部

分を透過すること、一方親油性が非常に高い薬物に対しても親油性に依らず皮膚透過が一定

となるが、これらの薬物では角質層以下の水分含量の高い組織である生きた表皮および真皮

層によって透過の制限を受けることが報告されている。これらの研究結果を総合すると、皮

膚が角質層とそれ以下の生きた表皮及び真皮層の二層からなり、角質層には極性および非極

性経路が並列に存在すると仮定したモデルを構築することによって、皮膚透過挙動の統一的

な議論が可能となると思われる。これらの皮膚透過経路と実際の解剖学的構造とを対応づけ

て整理することは厳密には困難であるが、皮膚透過と薬物の物理化学的性質との関係を定量

的に議論し、普遍性の高い吸収予測理論を構築する上では十分なモデルと考えられる。
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　以上の知見に基づき、in　vitroからin　vivoでの薬物経皮吸収までを包括的に説明でき、か

つ非定常状態での皮膚透過現象も含めた総合的な議論が可能となる皮膚拡散モデルを構築し

た（Fig．2）。ここでは、投与された薬物は、三二から角質層中の極性および非極性経路に対し

て分配した後各経路を拡散し、さらに生きた表皮および真皮層中に対して分配・拡散をした

上で、さらに引き続く過程として血管壁を透過後血流による運び去りを受けることを仮定し

た。基剤中および血管コンパートメント中では薬物はweU一面皿edの状態にあると仮定するこ

とによって、以下の物質収支式および境界・初期条件を得た。
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ここで、」（、D、　Kムみし、　C、　CL、．Fはそれぞれ分配係数、拡散係数、体積、有効表面

積、極性経路の面積分率、二二、濃度、血管壁透過クリアランス、血流を表す。下付き添字

のv、5、．ρ、塑、広bはそれぞれ基剤、角質層、極性経路、非極性経路、生きた表皮および

真皮層、血管コンパートメントを表す。また、Co、あはそれぞれ基剤中での薬物の初濃度、
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投与量を表す。

　（1）《ll）式をラプラス変換することによって次式が得られる56）。
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　　　　7。（、σ。．c。）．D瞬並．D。メ（・．∫）∂σ塑

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　∂x炉＿ム∫　　　　　　　　　　　　　　∂犀工昌＿五5

　　　　7・鵡一州σ娠ゼ〔F・鴛）δ・

　　　　Cρ＝邸Cv　　　　　　　　　　　　　　　　　（κヨーL5）

　　　　c叩＝κ叩。り　　　　　　　　　　　　　　　　　α＝一ム）

　　　　δゴ＿墾δレ　　　　　　　　　　　（工嘗0）

　　　　ごゴ瑞亙δ’。P　　　　　　　　　・　（x－o）

　　　　　　　κ”P

　　　　D誕薯一D畷1象・D演（1一∫）∂舞　α一〇）

　　　　　　　　　　　　　　CL＿　　　　　　　　　　（＝L＿　　　　　　　∂c4
　　　　　　　　　＝一一一Cゴー一C占　　　　　　　　　　（工二しみ　　　　rD44
　　　　　　　　　　　　　　」（ゐ　　　　　　　　∂κ　κ4

（14）一（18）式を解くと次のようになる。

ご，一α・画圃・＋β…h厄・

σゲY・㎞、鳳・＋δ…h画・

δ4昌εshih　V轟x＋ξooshへ／轟x

　　X。＋D畷、圃（α。・・h画し，一β曲》璃L、）’

＿・D魂（エィ）〉轟（Y…h砥L、一δ・画瓜五・）
cり望

δう＝
κゐC乙

κゴ（κ西7う∫＋κbF＋cz）

　　7v3

σ4士＝ム4

（19）一（24）式を用いて（25）一（29）式を解くと・

α＝一κノfo｛Z”p（oosh　4ゆ一Qosh　4レX彫「sh］血｛詣＋Z㎡co呂h　41）

　　　　＋Zds」㎞偽P（Z㎡sinhぬ＋伊cosh46）｝131た（8）

β旨研・（Z。ps曲協＋ろs㎞・4塑）（〃「sinh4計Zゴ。。sh4」）！磁（∫）

　　　　　　　　　　　　　　　　　一6一

（14）

（15）

（16）

（17）

（18）

（19）

（20）

（21）

（22）

（23）

（24）

（25）

（26）

（27）

（28）

（29）

（30）

（31）



Y＝一・【η〆。｛2ラ（cosh　4レーcosh4ゆ）（〃P　shlh　41＋Zゴcosh　44）

　　　＋Z4　s㎞血4〆Zゴshlhぬ＋研cosh砺）｝！∫／ル（∫）

δ＝κ”〆。（Zがinh4レ÷1ちsinh4ゆ）（研s重】：血ぬ＋Zゴcosh　4の／∫／κ（5）

e＝一1ζ「認。（Z叩sinh　6ら，＋Z｝，　shih　4妙）（Z4　sinh　44＋πcosh己む）／∫／た（3）

ξ＝κ認。（Zが㎞h協＋ろshih4。ア）（研s血hぬ＋Zゴ。。sh44）／8／た（∫）

（32）

（33）

（34）

（35）

となる。ここで、

協一ム。凧

4叩一五，轟

44－L4価
ろ一K♪雌・／4』（or邸ろ／4レ）

ZπP＝κ四4（1一∫）．乙5／ゴ塑　（or　1ぐ彫，7理ρ／｛みP）

Z4＝κ滋L　4／砺（orκ必1砺）

研翻κ占C五（7拶＋F）／3／（κ占ア占5＋κ西F＋CZ）

た（の騙7り｛（ろcosh　4レsh止し　4ゆ＋Zηp　sh止し協cosh協ア）（〃s元nh　4ゴ＋Zゴoosh　4の

　　　　　　　＋Z4　s加h4レsinh4。P（Zゴsinhの＋躍。・sh4ゴ）｝

（36）

（37）

（38）

（39）

（40）

（41）

（42）

＋12ケ［｛2レs辻血、4レs血h4ゆ＋Z現ρ（cosh4レcosh　4理ρ一1）｝（研shihぬ＋Zゴcoshぬ）

　　　　＋zゴcosh4レsinh晦（zゴsinh砺＋研cosh4ゴ）］

＋Z塑［｛Zηρs抽血4レsh血4”p＋る（cosh協cosh晦一1）｝（研si皿h砺＋Zゴcosh砺）

　　　　＋Z4　sl皿h　4レcosh　4ゆ（Zゴsillh　44＋〃coshの）】　　　　　　　（43）

と定義した。

　累積透過量（g）、基剤中残存量（X）、各経路における薬物量（晦、M叩、ルfムMう）は、

9－F彪鋤

κ冨α7v

嶋一孔q諺
妬P戸乱撃。遜

撫オ∬4伽

Mう＝cう7う

（44）

（45＞

（46）

（47）

（48）

（49）

であるから、ラプラス次元での累積透過量（σ）、基剤中残存量（π）、皮膚中薬物量（」鴎、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一7一



M即、M4、、Mのは、

9昌κう／3

　一〃Z、躍。（Zがi血4レ＋易s加hゴ塑）／3／（7ド＋F）／た（3）　　　　（50）

x謂Cv7v
　雷7認。｛（Zρcosh　4レsh止【4叩＋Z解p　s血h吟cosh　4”p）（〃「sh］血4㎡＋Zゴcosh　6畑）

　　　　＋Z4　s㎞h　4レs血h　4ゆ（Zゴ3i血hぬ＋羽「coshの）｝／∫1た（3）　　　　　　　　　（51）

砺一耐島σ諮

　冨躍。工｛2りsi血h　4レshlh　4躍P＋ZπP（oosh協一1）（cosh　4爵P＋∫）｝（躍sh止し　44＋Zゴcosh　4の

　　　　＋Z6　s辻ih　4ゆ（cosh　4戸一1）（Z4　sinh　4ゴ＋〃「cosh　4ゴ）］／∫／1ヒ（の　　　　　　（52）

冴ヅオ（ノー∫）乱δ遮

　　＝Z腿。［｛Z塑sinh4レsinh4叩＋ろ（。・sh吟＋1）（cosh　4ゆ一1）｝（〃「sf皿h吻＋Zゴcosh幽）

　　　　＋Zゴsh止6ら（cosh　4凋p＿1）（Zゴsh血4』「＋研cosh　61ゴ）】13／北（5）　　　　　　（53）

π4一雄で瀦

　　胃Z認。（Z理ρsh丁丁＋2毎s辻血ゴ叩）｛Zd　si1】血鏡r＋研（oosh　46－1）｝／∫／丸（∫）　（54）

Mう＝c占7ゐ

　　一丁ゴ7醜・（Zが血h㊥＋易sinh4・P）15／（恥＋F）ノん（∫）　　　（55）

と表される。ここで、拡散係数および分配係数は、

Dゴ」D，1L，2

κ，，＝κ≠7f （f＝P，ηρ，の

（56）

（57）

という複合パラメータの形で整理され、これらのパラメータを用いることによって実際の拡

散距離あるいはその体積を評価することなしに薬物の拡散や分配に関する議論が可能となる。

以下、これらを拡散パラメータ、分配パラメータと定義する。

　以上のようなラプラス次元の式はFILTアルゴリズムの利用によって数値的に時間次元へ

変換することが可能であり、矢野、山岡らによって開発されたF工LTアルゴリズムに基づく

シミュレーションプログラムFILTSおよび非線形最小二乗法プログラムMULTI（FILT）を用

いることによって薬物吸収動態解析への適用が可能となる。さらに、本モデル解析法では、

皮膚透過のみならず皮膚内での薬物濃度あるいは薬物量に関する評価も可能であり、薬物経

皮吸収に関する総合的な動態解析が実現できると考えられる。
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1－b　平均皮膚内通過時間MTTの誘導

　統計学的モーメント解析は、モデル非依存的な動態解析法として山岡ら5ηとCutler5言）によ

り薬動学の分野に導入されて以来、全身系5％1）に限らず臓器レベル62砺での薬物動態の解析

を含めて広く応用されてきた。この解析法は、薬物の体内動態をマクロな観点で捉え、時間

的広がりを持った確率過程として考えて記述しようとする方法であるが、本解析法では、薬

物の動態特性を吸収率、吸収時間、滞留時間などの直感的に理解しやすいパラメータの形で

表すことができると共に、薬物の体内動態を各素過程に分離して評価することも可能である

61）。こうしたアプローチは既に経皮吸収動態の解析にも適用されてきており、簡単な皮膚拡

散モデルに対しては既にモーメントパラメータとの対応関係が整理されている26β3）。ここで

は、薬物の経皮吸収に関して各吸収素過程のレベルでの議論が可能となる方法論を確立する

ことを目的として、前述の拡散モデルに対し一次モーメントである平均皮膚内通過時間

Mean　Transit　Time（MTT）の誘導を試みた。

　モーメントパラメータは、上述のラプラス次元での透過量の式（（50）式）から以下のよう

に算出される。

・4㏄昌hm　39蟹Xo
　　　J－DO
　　　　　4　　＿
撚富㎞一hl岨
　　　”o｛密

一片k L～

　　隅ろ÷κゆD叩7叩

・隅綴影塑ン塑・蕩・鱗

　　　κ。pD叩7叩　　　L、2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　メ

嶋玲＋κψD叩7叩　2DηP

・舞雌〔11一十ακ加F〕・肇

　　Lゴ2
　　　　　　　　キ
　～（ゴDゴフ’ゴ

Lノ 　　〔

・畷

孟・調

轟、＋孟・論）

　　Lゴ2　　1　　ノ
　　　　　　　　　　κ4）ゴ7ゴ　cz　κジ

〕

（58）

（59）

また、個々の吸収素過程における平均滞留時間Mean　Residence　Time（MRT）は次の式を用い

て計算でき、

繊r・一∫『勲／κ・一二知κ・ （60）

（5工）一（55）式から各・吸収過程におけるMRTは、
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置字賜論轟・薫后・誰〕　（61）
三隅撒勧・缶・噸孟＋孟・誰）（62）

厭7叩一 �ﾔ嵩7嵩畑〔κ鎧。＋孟・髭F〕（63）

鵬一早E畷孟・翻　　　　（64）
MR7、。聖　　　　　　　　　　　　（65）
　　　　F

と表すことができ、MTrは各過程におけるMRTの総和とも考えられる。このように、

MTrを算出することによって薬物皮膚透過における各過程の寄与を分離評価できるので、

各種薬物における律速過程の違いなどの議論が可能となると思われる。

1－c　in　vitroにおける皮膚拡散モデルの構築

　i皿vitro経皮吸収実験法は、薬物の皮膚透過過程のみを直接評価できる実験系であり、薬

物の吸収性や吸収促進剤の効果に関して基礎的検討を行う上で適した系と考えられる。しか

しながら、mvitro実験の最終的な目的はin　vivoにおける吸収予測にあるが、　In　vltro実験法

N。hp。lq『
　　　　も　もへかム　キい
　　　　ヂヂ　　　　　　　　　　　キう

・・賦よ丁丁ミ。1壽

　　　　　、’睾・こ≧㌔蟻芋
　　　　　　　　．蔓ぎ

解熱ll鷺譲ぐ三瀞響芝

CaPlll・・1。s

　　キ　　　バヒ
h。“t。“’ぞ

o。lg‘

・幣串篭・

ln　viVO

β・ot{・庵、

年ぐ

諺距

鰯移諺

ln　Vi！ro

Fig　3．　hl　vit・・and　in　viv・perc眠tane・皿・d・ug　abs・叩ti・n　pmcesses・

　　　　　　　　　　　　　一10一



flow　of　recep量or　fiuid

ｫ　　　d，ug、。」t㎞
′｣・＝

w謹i職ll、．｝＾、‡麟

skln

．．
ﾚ燃1＝＝：＝＝卜嚇ひ

㈲1＝＝痘?薗b・、

■己〒昌

蝿

柑岬’ ci…i彗i　　．＝：＝茂
纒醗翼 馨， ＿＿→レ

sc「een　supPo「t　　　　　　　　　　receptor　cornpartment

　　　　　　　　　　　　stirring　bar

Fig．4．　A　flow－through　type　dif血sion　ceH　used　i皿the　in　vitro　pemleation　st腿dy．

では摘出した皮膚が用いられるので、in　vivO条件と比べて皮膚の生理的および物理化学的性

質が異なっていると考えられる。例えば、in　vitro実験では通常摘出皮膚をそのまま用いる

ために、薬物透過は皮膚全体に対して測定することになり、薬物が血流による運び去りを受

けるin　vivo条件とは大きく異なることが考えられる（Fig．3）。したがって、薬物経皮吸収動態

の解析、さらにはその予測においては、吸収評価に用いられるin　vitro実験系の特性を精度

良く把握し、in　vivo実験系の違いを整理することが必要である。ここではhl　vitro実験系に

対応する動態モデルを構築し、理論式の誘導を行った。

　本研究では厳密な理論解析に耐えうる精度の高いデータが要求されるため、in　vitro実験

には且。w－through型拡散セル（Hg．4）を使用し、薬物は水溶液で投与し、レセプター側では常

にシンク条件が成り立つように実験条件を設定した。こうした条件に対応する物質収支式は、

票一防讐

争D塑箒
遡一Dゴ些
∂’　　　　∂r2

偽讐一㎎箒目・D魂（・一∫）奮嘱

（66）

（67）

（68）

（69）

境界条件：

　　ら胃埠。。 （炉一L、） （70）
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c叩冨κ塑Cv　　　　　　　　　　　　　（エ＝一L、）

Q一 ﾕ　　　　　　α一・）

α一 L砺　　　　　α一・）
D44延しρ〆ザ」蔓＋D叩4α＿∫）血　　　（x＿o）

　　∂x　　　　　　　∂工　　　　　　　　　　　　　　旗

C4＝0　　　　　　　　　　　　　　　（炉五ど）

（71）

（72）

（73）

（74）

（75）

初期条件：

　　Cv＝Co　　or　　Cり；ノリ冒」Yo

　　qp置GP－Cゴー0

（76）

（77）

となり、先に示したような手順に従ってラプラス次元の皮膚透過式を得ることができる。ま

た、（50）一（54）式に対して、血管壁透過クリアランスCしおよび血流速度Fが無限に大きいと

仮定することによっても同じ理論式が誘導される。

9＝Z4了0（Zがi仙4レ＋易S加h喝）ノ3／9（3）

X＝7認。（Zlp　cosh　4レ3i血h　61叩s血h　4ゴ＋Zπp　shlhらcosh　4月p　si皿h砺

　　　＋Z6　s血h　4レs㎞h　4叩Gosh砺）／3／g（3）

ルfレ＝2鉢「o［｛2ラs血h4レsi皿h　4ゆ＋ZηP（cosh　o争一1）（cosh　4ゆ＋1）｝s辻血6な

　　　＋Z㎡（cosh吟一ノ）s㎞4ηp　cosh砺）］／∫／9（∫）

1レfηフ冒Z㎡o［｛Z理ps㎞吟sh血4ゆ＋ろ（cosh　4レ＋1X◎osh喝一1）｝s血h　4‘

　　　＋Z4　sj血h　4レ（cosh4ゆ一1）cosh冨ゴy∫1g（5）

ゐ44盟Z訳。（Z，がinh4レ＋ろsinh喝）（cosh砺一1）／3！9（の

（78）

（79）

（80）

（81）

（82）

ここで、

g（∫）躍7り（2ラ◎osh妬sj皿h　4』アsklh　4ゴ＋Z月p　sl血h協cosh　4均ρsh止しの

　　　　　　　＋Zゴsh血吟s血h　4叩oosh4の

　　　＋ろ［｛笏sinh吟sh・h4塑＋Z叩（c。sh4レ。osh4ゆ一1）｝sin踊

　　　　　　　＋Z6◎osh協s㎞h4叩。osh砺］

　　　＋Z叩1｛Z理pshlh　4レs㎞h　4ゆ＋Z：ρ（cosh　4レcosh　61曜P一・1）｝s血h砺

　　　　　　　＋Z♂sinh4レ◎osh4’甲cosh砺】 （83）
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である。また、㎜は、

㎜・一耽

k　　　　五52　　　　　　Lゴ2　　　　　　　　　　　キゆPア：P十κ画DηP7塑　」【1〆）47ゴ〕

　　　・嶋離影轟・缶・鱗・κ銑

　　　・贈爵瞬間7ゆ去・砺7叩・κ鈴、

　　　・銭
（84）

と表される。

1－d　一枚膜および二枚膜乱数モデルとの対応

　本研究で構築した極性および非極性経路を組み込んだ二枚膜皮膚拡散モデルは、吸収動態

を総合的に議論し吸収予測理論を確立することを目的としたものであるが、モデルが複雑で

あるために、動態パラメータを得る上では系統的な薬物皮膚透過の評価が必要とされる。し

たがって、ある特定の薬物に対し、経皮吸収性を評価した上で製剤設計を行うには、皮膚を

均一な一枚膜あるいは二枚膜と仮定したモデル等、より単純なモデルを基本として議論する

ことも重要と思われる。ここでは、こうした単純なモデル解析によって得られる情報の意味

を理解することを目的として、本観究で構築されたモデルと一枚膜および二枚膜モデルとの

対応関係について整理を試みた。

　二枚膜皮膚モデルは、皮膚を角質層とそれ以下の層の均一な二層からなると捉えたモデル

である。本研究で構築した角質層に極性および非極性経路を考慮した拡散モデルにおいて、

理論式中のろあるいはz叩が無視できるほど小さい場合には、二枚膜モデルへの近似が可

能となる。このときのラプラス次元での皮漕透過式は以下のように表される。

9＝Z』Z庭0／519（の

X■7謬。（Z5cosh　6らs血h　4f＋Z4　s㎞h　4望cosh砺）／3／g（5）

ルf」蓄Z』κo｛Z5　s加血41　shl二面f＋Z4（cosh4室一1）◎osh砺｝／∫／g（の

んfゴーZ・Z冨ro（◎osh甘心1）／819（5）

（85）

（86）

（87）

（88）

必塵五訴7瓦

44塵Lゴ価

（89）

（90）
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z3富1（575／必

Zガ＝1（ゴ7ゴ／4ゴ

g（の＝7り（Z5　coshゴ5　sinh吻＋Zゴs血h必cosh　44）

　　　＋Z5（Z5　sh血4F　S止血ぬ＋Zゴcosh必oosh砺）

（91）

（92）

（93）

ここで、下付け添字の鼠4はそれぞれ角質層、それ以下の生きた表皮および真皮層を表す。

また、MTrは以下のように表される。

耀7一臨
k読・κ銅・〔蓋・砧・κ銑〕・缶 （94）

　上記の仮定は、薬物が極性あるいは非極性経路のいずれかの経路を透過する場合を表して

いる。エーテル／水間分配係数が10魂以下の親水性の非常に高い薬物では極性経路を主に

透過することが知られており68）、これらの薬物に対して二枚膜モデルに基づく解析を行った

結果は、極性経路での透過パラメータが評価されると考えられる。一方、エーテル／水間分

配係数が0より十分大きい薬物では非極性経路によって皮膚透過が支配されるため53）、これ

らの薬物に対しての解析結果は非極性経路の透過パラメータを意味すると考えられるが、中

間的な親油性をもつ薬物における解析結果は極性および非極性経路の平均的なパラメータと

して評価されると考えられる。T（オ。は、　clonidi皿eのhl　vitroにおける二枚膜モデルに基づく

皮膚透過パラメータからin　vivOでの血中濃度の予測が可能であることを報告しており6タ）、

特定の薬物の吸収動態を議論する上では、こうした平均的パラメータであっても十分なもの

と考えられる。

　さらに、4、あるいはぬが無視できるほど小さい場合には、二枚膜モデルには一枚膜モデ

ルに近似でき、ラプラス次元の式は、

9＝Zκ0／∫／（7。si皿h4＋Zcoshの

π一ア認osi皿h413／（7si曲ゴ＋z。oshの

」研5＝ZYo（cosh　4－1）15！（17v　si血h　4＋Z◎osh　6り

（95）

（96）

（97）

4盟L畜ア万

Z＝κ7！6

（98）

（99）

となり、MTrは、
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　　　　　　五2　　、乙2
ル艀旨7vx　　　＋一
　　　　　　　　2D　　　　　痘）γ

（100）

と表される。

　これらの仮定は、角質層での拡散パラメータD轟～あるいは角質層以下の層での拡散パラ

メータD誰ノが極めて大きいことに対応する。角質層中の薬物拡散が極めて遅いことは良

く知られた事実であり、正常な皮膚に対して前者の仮定が適用できる場合はあり得ないと考

えられる。一方後者に関しても、角質層以下の層の拡散係数（xlO迅cm2／sec）は角質層（xlO－11

cm2／sec）に比べて十分大きいが20）、一般にhl　vitr。実験に用いられる皮膚における角質層以下

の層の厚さ（望350μm）は角質層の厚さ（望15μm）に比べて大きいために脚1）、D4Ld2は無視でき

るほど小さい値ではないと考えられる。多重膜モデルに基づく考察から、拡散抵抗が無視で

きる層であってもラグタイムを延長し得ることが知られており72）、また実験的にも真皮を含

む皮膚と熱処理によって単離した表皮の場合では、be㎞ethas。ne　17－valerateの透過係数がほ

ぼ同じであるのに対し、ラグタイムは真皮を含む皮膚のほうが長いことが報告されている73）。

したがって、角質層が律速過程となる場合においても、一枚膜モデルで得られる分配および

拡散のパラメータは角質層自身のパラメータを反映するとは限らないと考えられる。しかし

ながら、定常状態では二枚膜モデルも一枚膜モデルとして扱うことができ、また製剤を取り

除いた後の角質層およびそれ以下の層における薬物：量の推移は同じ半減期を示し、あたかも

皮膚が一枚膜として振る舞うことも知られている刀）。これらのことから、皮膚を一枚膜とみ

なした解析も吸収動態解析に適用可能と考えられるが、得られるパラメータはあくまで皮膚

全体の平均的なパラメータであることに注意が必要である。

1一一2　二枚膜皮膚拡散モデルに基づくin　v韮tro皮膚透過挙動の解析

　拡散モデルに基づく解析では、皮膚透過における分配および拡散の各過程を分離評価する

ことが可能であるが、一般的には皮膚透過実験で得られた透過パターンをモデル解析するこ

とによって両過程に対応するパラメータが算出される。パラメータの算出方法としては、皮

膚透過曲線に対して、直線部分のエ切片（ラグタイム）と傾き（透過速度）から各パラメー

タを評価する方法と、コンピュータによる理論式の当てはめ計算を行う方法が用いられてい

る。一般的には前者の方法が簡便であるため繁用されているが、定常状態における直線部分

の判定を客観的に行う手段がないという解析上の問題点を抱えている。さらに、前者の解析

では・基剤中薬物濃度を一定（i㎡hオte条件）に保つ必要があるが、基剤に対する薬物の溶解

度が高い場合や、ドナー側の撹搾ができない垂直型拡散セルを使用する場合などi雌nite条
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件を保つことが困難な場合が多い。薬物を溶液（丘hte条件）として投与した場合には時間

次元での理論式の誘導は困難であるが、京都大学薬学部薬剤学教室では既にfinite条件下で

薬物投与した場合のラプラス次元の皮膚透過の式を一枚膜拡散モデルに基づいて誘導し、

MULTI（FILT）を用いた透過パターンの解析法を確立している33）。

　二枚膜拡散モデルに基づく解析は、薬物透過における最大のバリアーとなる角質層のバリ

アー特性を解明することを目的としたものであるが、本モデルでは血te条件下でさえ皮

膚透過を表す理論式の誘導が困難であり、これまで解析はlag　time法でしか行われていな

かった2。）。本節では、先に誘導した二枚膜拡散モデルに基づく伽te条件下でのラプラス次

元の皮膚透過の式（（85）一（93）式）を用いて、MULTI（FエLT｝と組み合わせたin　vitr。薬物皮膚

透過挙動の解析を行い、多重膜モデルに基づく吸収動態解析への本数値計算アプローチの応

用性について基礎的検討を行った38）。モデル薬物には【14q6－mercaptopurhle（6－MP）を用い、

正常および角質層除去皮膚における透過パターンを解析することによって、6－MPの皮膚透

過パラメータを算出すると共に、これらのパラメータを用いて平均皮膚内通過時間MTTを

算出し、薬物皮膚透過における各吸収過程の寄与を分離評価した38）。

2－a　正常および角質層除去皮膚における6－merc叩t・pu面eの透過

　in　vitro皮膚透過実験では、複雑な動態解析に耐えうる精度の高いデータが要求されるた

め、レセプター側で常にシンク条件が成り立つフロースルー型拡散セル（Fig．4）を用いた。角

質層とそれ以下の層のバリアー特性を分離評価するため、正常皮膚とテープストリッピング

法74）により角質層を除去した皮膚を用いて透過実験を行った。Fig5は、両皮膚における6－

MPの累積透過量一時間曲線を示している。正常皮膚における6－MPの透過は極めて小さ

かったのに対し、角質層を除去することによって皮膚透過が顕著に増大しかつlag　timeも減

少した。本実験結果より、6－MPの皮膚透過において角質層が強力なバリアーとして機能し

ていることが示唆された。

　Table　Iは24　hrの透過実験終了時におけるドナー中、皮膚中、および皮膚透過した薬物量

をまとめたものである。いずれの薬物量においても、正常皮膚と角質層除去皮膚の間で有意

な差が認められた。本実験では薬物を舳te条件で投与したため、皮膚透過に伴うドナー中

薬物量の減少がみられたが、より大きな皮膚透過を示した角質層除去皮膚ではその程度が大

きかった。また、皮膚中薬物量に関しては角質層除去皮膚のほうが大きかったが、これはよ

り大きな透過を示す角質層除去皮膚では皮膚内に大きな薬物濃度勾配が皮膚内で形成されて

いることを示唆するものと考えられる。
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Fig．5．　In　vitro　pe皿etra重ion　of　6－mercaptopurine重hrough　intact　or　stripped　guinea

pig　ski臨　The　drug　was　applied　in　the　fbrm　of　saline　solution．：Each　point　respresents

the　mean　value　of　at　least　three　experiments．　The　curves　were　s㎞ulated　using

parameters　hsted　in　Table　H．

Table　I．　Amonnts　of　6－mercaptopurine　recovered　at　tbe　en“of　24－hr　dif』5ion
　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　る　　　　　　　　　　　　　　　　ウ

甑penment　ln　gUmea　pngs。

Condl　don
of　skin

R㏄overy　a・b（％）

n

TO圃 Donor Skin Re㏄ptor

L1Iaじ1

S血1pped

4

3

94．66＝ヒ2，16

　（94．66）

94．10±252
　（94．10）

88．40±2．84

　　（92．52）

50．07±3．80＊

　　（53．46）

5．60±1。36

　　（LO9）

16．71±2．60ホ

　　（13，71）

0．66±0．15

　　（0．61）

27．33±1．20＊

　　（26．94）

aMeans±S．D．
bW・曲P㍑・山・㏄・w・玲・・tima伽・i・g卿・圃・np町㎝・t・隠・b面・。d　by山・㎝・1y・㎝。f

　peno1∫aUon　pro飯Ics．

寧SignificanUy　dif琵rcn止（P＜0．001，Studcnゴs∫test）from　the　values　of　inIacI　skin．

2－b　二枚膜モデルに基づく皮膚透過パラメータの算出

　本モデル解析では、以下のような手順で当てはめ計算を行い、各経路における皮膚透過パ

ラメータを評価した。まず、角質層除去皮膚での透過曲線に対して一枚膜モデルに基づく皮
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Table　IL　Parameters｛br　in　vitro　skin　permeation　of　6・mercaptopu㎡ne　based　on　a

two－layer　di飾盟sion　modeL

Stratum　comeum　　1．25±0．10

Viable　tissues　　　1．97±0．29

　0．390

255

　7．60

251

2．42

80．0

aPar直tion　coef丘cient　between　s肛atum　comeum　or　stdpped　s㎞and　saline　was

expe血nentally　determined　and　given　as　means±S．D．（n＝4）．

bThese　values　were　obtained　by　culve－fit血1g　to　the　penetra廿on　pfofiles・

膚透過式（（95）式）を当てはめ、角質層以下の層における拡散および分配パラメータを算出

した。次にこれらのパラメータを用いて、正常皮膚での透過曲線に対して二枚膜モデルに基

づく皮膚透過式（（85）式）を当てはめ、角質層における拡散および分配パラメータを算出し

た。さらに、解析法の妥当性を検証するために、角質層および角質層除去皮膚に対する分配

係数を実測した上で、当てはめ計算によって得られたパラメータからバリアー膜の厚さおよ

び拡散係数を算出し、これまでに報告されている値2幡溺）を比較した。

　Table　Hは分配実験および当てはめ計算によって評価された皮肩透過パラメータをまとめ

たものである。野僧として用いた生理食塩水溶液から角質層への分配係数は、角質層除去皮

膚への分配係数とほぼ同じ値を示し、6－MPの角質層およびそれ以下の層への親和性はほぼ

同程度であることが示された。角質層における拡散係数はそれ以下の層に比べて約650分の

1であり、角質層中の拡散は極めて遅いことが明らかとなった。また、各層における6－MP

の拡散係数は、既にステロイド類で報告されている値20｝と同じオーダーであり、

MULTI（FILT）を利用した本解析法の妥当性が示された。また、角質層の厚さは、動物種75）

あるいは部位7のによって異なるが約15ドmと考えられており、水和した角質層ではさらに厚

いことが報告されていることから7η、本解析結果で得られた24Fmという値はほぼ妥当であ

ると考えられる。また、角質層以下の層の厚さもノギスを用いて実測した値とよく一致した。

　本アプローチでは、透過曲線の解析によって得られたパラメータを用いて、基剤中（（86）

式）および皮膚中（（87），（88）式）の薬物量を計算することが可能である。皮膚透過パラメー

タより算出した基剤中および皮膚中薬物量は実測値ともほぼ対応し、本解析結果の妥当性が

示された（Table　l）。

　以上のように二枚膜モデルに基づく解析法は、解剖学的にもよく対応したパラメータを与

え、かつ基剤や皮膚中での薬物動態も精度よくシミュレーションできることから、薬物皮膚
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透過を実体に即した形で議論する上で極めて有用なアプローチであることが示唆された。

2－c　平均皮膚内：通過時間MTTの算出

　分配係数や拡散係数は皮膚透過を表す基本的なパラメータであるが、薬物の各層における

皮膚透過性はこれらの組み合わせによって決定される。Mπの算出はこうした各層におけ

る薬物透過特性を理解する上で有用なアプローチであり、時間のパラメータを用いて直感的

に理解しやすい形で表現することができる。

　Fig．6は、式（94）に基づき、　Table　lIの皮膚透過パラメータから算出された正常および角質

層除去皮膚におけるMTTを整理したものである。正常皮膚におけるMTTは角質層除去皮

膚の26倍であり、基剤から角質層へ移行する過程に最も時間を要することが明らかとなっ

た。6－MPの角質層に対する分配係数と角質層除去皮膚に対する分配係数がほぼ同程度で

あったことから、6－MPの話説皮膚における透過性が低い理由としては角質層での拡散係数

（A）Intact　Skin

　（Donor）　　｛Stratum　comeum）　　（Viable罰ssues）

7．50hr

星
2［隔

12．55hr

脇〔

1621hr

し2　　L。2

K」D6V冨　KdDdV己

〕

0、48hr

　K、V、Ld2

KρdVd

』2

弼

tota1

1641hr

｛B）Strlpped　Skln

　（DOnOr）　　　　（Viable　tiSSues）

12．55軸r

50．74hr

　V▼LdZ

KρdVd

L～

痂

　tota1

63．29hr

Fig．6．　Calc腿lated　me釦tr餌sit　time（MTT）for　6二mercaptopurine　permeation

tbmugb　intact（A）or　stripped（B）skin．　　These　values　were　calculated　using

parameters　listed　in　Table　n．　Theoretic組equations　fbr　MTT　and　MRTs　are　also　shown．
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が極めて小さいことが考えられるが､これは､角質層中の拡散過程よりはむしろ､基剤から

角質層へ移行する過程に反映することが示された｡また､角質層とそれ以下の層を比較する

と､角質層中拡散係数が極めて小さかったのに対し､拡散に要する平均時間はそれほど大き

くは異ならなかった｡これは､生きた表皮および真皮層での拡散距離が角質層に比べて長い

ためであり､皮膚透過において拡散距離は重要なパラメータの-つであることが示唆された.

MTTは基剤の体積を含んだパラメータであるので､投与液量によっても皮膚透過が異な

り､基剤から角質層へ移行する過程に要する平均時間は投与液量が小さいほど短くなると考

えられるo実際に投与液量が小さいほどSalicylicacidの皮膚透過が増大することが報告され

ており78)､MTTから予想される結果ともよく対応しているo理論的には6_MPのMTTは投

与液量がOの場合に最小となり､基剤から角質層への移行に要する時間を除いた合計の時間

である20.53hrまで減少することになる｡

以上のようにMTTは､分配係数や拡散係数のような皮膚透過パラメータだけでは理解し

難い各層の薬物透過特性に関する直感的な理解を助けることができ､薬物吸収を総合的に議

論する上で有用なパラメータの一つと考えられる｡

I-3 薬物軽皮投与時における皮膚中濃度の評価

経皮吸収製剤のinvivoにおける評価は､一般に血中濃度や尿中排池の測定により行われ

ているが､投与された薬物の皮膚中濃度は局所における治療効果や副作用を決定する重要な

因子であり､その評価法を確立することは重要な課題である｡皮膚表面に授与された薬物は

皮膚内を受動拡散し､血流によって全身系へと運ばれるが､これらの過程の中で薬物の濃度

勾配が皮膚内に形成されると考えられる｡東条らはこの皮膚内濃度勾配と皮膚透過との関係

について着目し､角質層内の薬物濃度勾配から一枚膜拡散モデルに基づいて吸収速度を予測

する方法を確立した79)｡しかしながら､実際には薬物の標的部位となる生きた表皮層での濃

度を評価することが重要であり､こうした目的を達成する上では皮膚構造を考慮したより詳

細なモデルに基づく吸収動態の解析が必要と考えられる｡

前節では､皮膚を角質層とそれ以下の層の二層からなると捉えた皮膚拡散モデルに基づ く

解析にMTTの概念を導入することによって､単に皮膚透過現象のみならず皮膚内挙動まで

を艇合的に議論できることを示した.ここでは､さらに議論をinvivo経皮吸収まで拡張し､

薬物鮭皮投与後の尿中排継パターンから皮膚中薬物濃度を評価する方法論の確立を行った｡

ここでは､単純ヘルペスウィルス感染症に対する治療薬であるacyclovir(AC)%0)をモデル薬

物として用いた｡ACは従来より点滴静注剤や経口剤として広く用いられて卓たが､単純ヘ

ルペスウィルス感染症には再発型の性器ヘルペスや口唇ヘルペスなどの軽症例もあり､こう
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した場合には必ずしも全身投与は必要ではなく、安全性や使い易さの面からも外用剤が開発

されている。これまでにAC軟膏の臨床試験においてその有用性が報告されてきたが邸2）、

体内動態試験では経皮投与後の血漿中および尿中濃度は検出限界以下であることから吸収率

が極めて低いと考えられ鋤、その作用については疑問点が残されている。そこで、［3H】AC

を用いて軟膏の形で投与した場合の尿中排泄を測定し、モデル解析により作用部位と考えら

れる皮膚内での薬物濃度を評価した39）。

3－a　in　vivoにおける皮虐中濃度の評価法

　in　vivoにおいて経皮投与された薬物の皮膚中濃度を評価する方法論についてFig．7に整理

した。経皮投与された薬物の血中濃度あるいは尿中排泄は、吸収動態に加え、分布・代謝・

排泄といった全身動態に関する情報も含まれており、皮膚中薬物濃度のような局所動態を議

論するためには、吸収過程を分離評価することが必要となる。デコンボリューション法は、

古くから線形ファーマコキネティクスの分野で利用されている方法であり、出力関数（製剤

投与時の血中濃度あるいは尿中排泄）と入力関数（急速静注後の血中濃度あるいは尿中排

泄）から重み関数（吸収速度）を計算する方法である脇8）。デコンボリューション法を用い
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て評価された吸収パターンをさらにモデル解析することによって、皮膚透過パラメータが算

出でき、これらのパラメータを皮膚中濃度の理論式に代入することによって皮膚中濃度の経

時変化をシミュレーションすることができる。

　原理的には上述の手順に従って皮膚中濃度の評価が可能であるが、実際の計算においては

できるだけ数値計算による誤差を最小にすることが必要である。こうした観点から見た場合

には、尿中排泄パターンに対して直接理論式を当てはめて皮膚透過パラメータの算出を行っ

たほうが、デコンボリューションによる数値計算の過程を省略でき、より信頼性の高い結果

が得られると考えられる。経皮投与した薬物の尿中排泄の理論式は、吸収速度と静注後の尿

中排泄の式をコンボリューションすることによって得られ、静注後の尿中排泄速度がbi－

exp。nen廿alの式（6αμ／｛ゴ’＝ノ1exp（一〇ぽ）＋Bexp（一β’））として近似されるならば、経皮投与後

の累積尿中排泄量のラプラス次元の式は以下のように表される。

X”＝9x｛・4ぺ∫＋α）＋βぺ3＋β）｝ （101）

ここで、ア．、σはそれぞれラプラス次元での尿中排泄量および吸収量を表す。

　実験に用いた5％AC軟膏中ではACは懸濁状態であったので、この条件に対応する理論

式の誘導を行った。二枚膜拡散モデルに基本とした場合、薬物の皮膚内における物質収支式

は以下のように表される。

丞塾。D。∂2c・

∂’　　　∂x2

亟。D、些
∂’　　　　∂［℃2

（102）

（103）

境界条件：

　　c5＝κ8Co

　　cゴー」隆G

　　　　κ5

　　D誕亟LD轟墾
　　　　∂κ　　　　∂κ

　　Cゴ＝0

（エ＝L，）

α≡0）

（エー0）

（炉Ld）

（104）

（105）

（106）

（107）

初期条件：

　　C3＝C4冨0
（108）
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これらの式をラプラス変換すると、

　　　C5冒κ∫Co｛Z、oosh　4、（x／五、）s辻1h砺一Z4　si血4、ωL、）◎osh44｝／3／乃（∫）

　　　C4＝1（出Z8Co曲h砺（1一工！五の／∫／乃（∫）

　　　9，π，＝Z』Z』iCo／3！乃（3）

　　　偽＝L訴7瓦

　　　ぬ冨五4》轟

　　　島謂κ57∫1必

　　　zゴ謂κ冨玲／ぬ

　　　乃（3）昌Zゴs加h45　Gosh　4ゴ＋Z5　cosh　43　si血h砺

（109）

（110）

（l11）

（l12）

（l13）

（114）

（II5）

（116）

が得られる。

　また、角質層除去皮膚における透過量は、（111）式に対して4，＝0を置くことによって誘

導できる。

　　　　g跡＝Z〆コ0／3／shlh鵡f　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（117）

ここで、複合パラメータとして、

　　　　PイーD・／L・2　　　　　　　　　　　　　（118）
　　　　P2昌Dd／・Ld2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（l19）

　　　　P3富κ』D。7。Co／五、20アκ、D羅Co1L、　　　　　　　　　（120）

　　　　P4＝1（4D4174Co／．乙ゴ20ノ’κ』幽D誕Co／L4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（121）

と定義することにより、軟膏に対する薬物の飽和濃度を実測することなしに皮膚中濃度のシ

ミュレーションが可能となる。これらの複合パラメータを用いて、（109）一（111），（117）式は嵐

下のように表される。

　　　　二一劃器一h簾｝鴫僑曲〔調一h周／・／廊）阻（122）

　　　　σ㍍蒜1s励｛（・一差）傷｝／・／〃（の　　　　．（123）

　　　　σ加・一，報告／・振／廊）　　　　　　　（124）
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　　　　σ，ド蚤雨・古傷　　　　　　　（125）

　　　　〃（・）一島・叫青…h傷・畠…h傷・曲直　　　（126）

（101），（124），（125）式を用いて尿中排泄パターンの解析を行い、得られたパラメータPl－P4を

（122），（123）式に代入することによって皮膚中濃度のシミュレーションが可能となる。

　3－b　acyclovir軟膏投与後のi皿vivo吸収パターンの評俸

　まず最初に、［3H］ACの全身動態を明らかにするために静脈内急速投与実験を行った。翻

投与後の尿中への放射活性の排泄は極めて速やかであり（Fig．8）、4hrまでに投与量の88％

が回収された。得られた尿中排泄パターンに対してbi・exponenda1の式を当てはめたところ、

　　　　賜廻’（％of　Dose！h■）＝166＊exp（一261∫）＋1Z4＊exp（一〇666’）　　　　　　　（127）

が得られた。

　経皮吸収実盤は、角質層とそれ以下の層のバリアー特性を分離評価するために、前節と同

　　　　　　　　o

　　　　　　　　霧
　　　　　　　　8100
　　　　　　　　ち
　　　　　　　　巴

　　　　　　　　器

　　　　　　　　量　10
　　　　　　　　歪
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　　　　　　　　理
　　　　　　　　ヨ
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Fig．8．　　Urinary　excretion　prof㍊e　of　acyc畏ovir　inject『d　into　fbmoral　vein　of　rats・

Each　point　represents　the　mean±S．D．　value　of　three　experlment、
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様正常皮膚と角質層除去皮膚に対して行った。Fig．9には、これらの皮膚に対して放射標識

体を含む5％AC軟膏を投与した際の尿中排泄パターンおよびデコンボリューション洋品に

よって計算された吸収パターンを示した。また、Table　IIIは8hrの吸収実験終了時における

薬物の回収量をまとめたものである。実験終了時における放射活性の尿中排泄量は、正常皮

膚では投与量の0．42％であったのに対し、角質層除去によって58％まで増大したことか

ら、ACの皮膚透過において角質層が強力なバリアーとなっていることが明らかとなった。

角質層除去皮膚では、投与後3hr以降放射活性の排泄速度あるいは吸収速度の低下が認め

Table　In．　Amounts　of　acyclovir　recovered　at　the　end　of　8－hr童n　vivo　absorptlon

expehment．

Condition　of
skin

Recovery　a・b（μ9）

Ointment Skin unne

Intaα

Stripped

2660±750

655±91

35．1±8．3
　（1．96）

88．8±17．7
　（341）

105±8．1

1450　±90

aThe　experimental　data　ale　expressed　as　mean　s±S．D．

bValues　in　parentheses　were　calcu！ated　using　Penetration　parameters　obtained

by　curve－fitti　ng　to　urinary　excretion　profiles．
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られたが、軟膏中薬物量の極度の低下によりi㎡㎞te投与条件が成り立たなくなったためと

推測される。一方正常皮膚においても、投与後6hr以降排泄速度の低下が認められたが、

このときの吸収率は極めて低かったことから、軟膏中AC濃度の低下によるものではないと

考えられ、このような理由の一つに長時間麻酔下で実験を行ったために腎機能が低下したこ

とが考えられる。以下の解析では、ラグタイム相を含め、排泄パターンの直線性が成り立つ

領域までのデータに対して当てはめ計算を行った。

3－c　二枚膜モデルに基づく皮膚透過パラメータの算出

　前節の吸収動態解析と同様に、角質層除去皮膚に対するモデル解析から角質層以下の生き

た表皮および真皮層における皮膚透過パラメータを、正常皮膚での解析から角質層における

皮膚透過パラメータを算出した。Tab互e　IVはモデル解析により得られたパラメータをまとめ

たものである。拡散パラメータD呪2は、生きた表皮および真皮層に比べ角質層のほうが大

きくなったが、これは角質層の拡散係数は小さいにも関わらず角質層の厚さが非常に小さい

ためと考えられる。一方、後者のパラメータκDπ1誰2は透過速度の次元をもち各層での

ACの透過性を表す複合パラメータと考えられるが、角質層における値は生きた表皮および

真皮層に比べて約1／200であり、ACの角質層透過性が極めて低いことが明らかとなった。

　得られたパラメータを用いて実験終了時における皮膚中薬物量のシミュレーションを行っ

た結果、正常皮膚に対しては実測値より小さく、逆に角質層除去皮膚に対しては実測値より

も大きくなった（Table　m）。正常皮膚では、皮膚表面から軟膏を十分に除去することが困難

であるため、測定された皮膚中薬物量は真の値に比べて過大評価されている可能性が考えら

れる。一方、角質層除去皮膚では、尿中排泄あるいは吸収パターンからも予想されたように、

実験終了時には既に血te投与条件が成立していないために、実測の皮膚中薬物量が理論

Table　IV．　Parameters　fbr　i皿vivo　skin　permeation　of　acyclovir　b鋤sed　on　a　two－

Iayer　lliH「usion　mode1。

DIL2
（hr－1）

KDVCO／L2
（μ9！hr）

Stratum　comeum

Viable　dssues

6．97　±1．05

0．571±0、102

　2．08±：0．25

390　　±12

Parameters　are　expressed　as　means±computer　calculated　S．D．

26一



値よりも低くなったのではないかと推論される。

3一・d　皮膚中薬物濃度のシミュレーション

Tablc　lVに示されたパラメータを（122），（123）式に代入し、皮膚中AC濃度のシミュレー

ションを行った。ここで、複合パラメータから実際の薬物濃度を計算するために、角質層と
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生きた表皮および真皮層の厚さは、それぞれ10μmdOOμmと仮定した。ラット角質層の

厚さは13．8μmと報告されているが76）、測定の方法によっても値が違うことも知られており

75）、ここではその厚さを概数として10陣と定義した。また、皮膚表面から毛細血管までの

距離はヒトの場合で150－200μmと報告されており鋤、かつラットではヒトに比べて表皮の

厚さが小さいので76）、生きた表皮および真皮層の厚さは100μmと仮定した。

　Fig．　l　oは、皮膚表面からの距離の関数として各時間におけるAC濃度をシミュレーション

したものである。ACの角質層中での濃度勾配は、生きた表皮および真皮層に比べて極めて

大きいことが示された。また投与後2hrで、皮膚中での濃度勾配はほぼ直線となり定常状

態に到達することが明らかとなった。Fig．lIは、各層におけるAC濃度の平均値を時間を変

えてシミュレーションしたものであるが、角質層中では投与後速やかに平均濃度が一定に達

したのに対し、生きた表皮および真皮層では定常状態に達するのにより長い時間を要するこ

とが示された。また、定常状態における平均濃度は生きた表皮および真皮層のほうが高かっ

たことから、ACは親水的環境である生きた表皮および真皮層へ移行しやすいことが明らか

となった。生きた表皮および真皮層中での定常状態における平均濃度は、ACのHSV－1に対

するID50値（0．1μM）8。）に比べ十分に高いことが示された。

　以上の結果より、全身循環系への吸収が極めて小さい場合でも、投与部位の局所濃度は比

較的高く維持されていることが明らかとなった。

1－4　考察

　薬物の皮膚透過は、受動拡散を基本とした物理化学的現象であり、薬物、基剤、皮膚の物

性の組み合わせによって決定される。Fickの拡散式に基づく動態解析法は、これらの物理化

学的特性を関連づけて議論する上で極めて有用なアプローチであるが、薬物経皮吸収を総合

的に議論するためには、さらに皮膚の解剖学的特性を基本として薬物の皮膚透過経路を考慮

した拡散モデルの構築が不可欠と考えられる。本研究では、極性および非極性経路が並列に

存在する角質層とそれ以下の層からなる皮膚拡散モデルを基盤として、高速ラプラス逆変換

アルゴリズムの利用と組み合わせた経皮吸収動態解析法を開発した。また、モーメント解析

法との対応関係を整理することにより、薬物吸収に対する各吸収過程の寄与を直感的に理解

しやすい形で評価する方法を確立した。

　本解析法の特徴は、こうした複雑なモデルに対しても非定常状態も含めて皮膚透過挙動全

体を解析できることにある。最：近では吸収速度を一定に保つTrsでは薬剤耐性の問題が指

摘され、rrsにも時間に依存した放出制御が要求されつつあり、こうした製剤設計を実現す

る上では、本解析法のように吸収現象を時間の関数として捉えることのできるアプローチが

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一28一



不可欠である。さらに、本解析法では、皮膚透過のみならず皮膚内での薬物動態も含めて議

論することができ、薬物の局所における治療効果や副作用の問題と密接に関連する局所薬物

濃度の評価にも応用可能であるという利点を有している。

　こうした薬物の皮膚透過過程を考慮したモデル解析では、薬物皮膚透過のみならず、吸収

促進剤の効果も各吸収素過程に分離して評価することが可能である。したがって、吸収促進

剤の作用点・作用様式を各吸収素過程のレベルで整理することによって、各種薬物に対する

吸収促進効果に関して統二的な議論が可能になるものと思われる。さらに、本モデルは皮膚

の解剖学的および生理学的特性に基づいて構築されており、hl　vitr。からin　vivoまでの吸収

動態の系統的解析が可能となるため、実際の投与において問題となるhl　viv。における吸収

動態を精度良く予測するための有力な手段となり得るものと思われる。
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第H章　皮膚拡散モデルに基づく吸収促進剤の作用機構解析

　多くの薬物においては、皮膚本来のバリアー機能によりその経皮吸収性は極めて低く、単

独の経皮投与では十分な治療効果が期待できない場合が多い。こうした問題を解決するため

の手段として、これまでに幾つかの経皮吸収改善法が考案されており、中でも吸収促進剤の

利用は有力な手段の一つである。吸収促進作用を有する化合物としては、古くから

sulfbxides、　pyrr。lid。nes、丑atty　acid5、　alcoholsなどがよく知られているが、　Azone⑪に代表され

る合成吸収促進剤もこれまでに数多く開発されているlq11）。京都大学薬学部薬剤学教室では、

吸収促進剤として側鎖にテルペン構造を有する1－alkyl・あるいは1－alkeny亘一azacycl。a撮mone誘

導体を開発し、各種薬物に対してその有効性を明らかにしている弥92）。

　こうした吸収促進剤を用いて薬物吸収を最適化するためには、吸収促進機構に関する十分

な理解が必要である。吸収促進機構の解析方法としては、既に幾つかの方法が確立されてい

るが、大きくは機器分析法を利用した解析方法と吸収実験の結果をモデル解析する方法の二

つに分類される。前者の方法は、示差押分析（DSC）93，4）、フーリエ変換赤外吸収スペクトル

法（FT－IR）9転96）などを利用して、皮膚構成成分に特有のシグナルの変化から吸収促進剤の作用

部位や作用機構を同定する方法である。一方、後者の方法は、薬物皮膚透過パターンをモデ

ル解析し、薬物の皮膚透過パラメータの変化により吸収促進機構を議論するアプローチであ

り、皮膚拡散モデルの場合では吸収促進剤の作用機構を薬物透過の分配および拡散の両過程

に対する作用として捉えることができる3魂吻。一般に吸収促進剤の効果は、皮膚に対する

直接作用のみならず、基剤9贈）や薬物9Z1（勘辱102）によっても大きく異なることがよく知られて

いるが、後者の解析法はこうした点を含めて吸収促進現象を総合的に議論する上で極めて有

用なアプローチと考えられる。

　本章では、前章で確立した皮膚拡散モデルに基づいて、吸収促進剤適用時の皮膚透過パ

ターンを解析し、各種吸収促進剤の作用部位および作用機構の解明を行った。吸収促進剤と

しては、京都大学薬学部薬剤学教室で開発された吸収促進剤の中で優れた促進効果を有しか

つ皮膚に対する刺激性が低いことを明らかにしている1－geranylazacycl。hep㎞一2－one（GACH）

を用いた勒。また、GACHとは異なった化学構造を有する代表的な吸収促進剤として、単環

モノテルペンの41hnoneneと不飽和脂肪酸のoleic　acidを選び、これら吸収促進剤の作用機

構比較を行った41）。

皿一1　1．Geranyl班acycloheptan－2－one（GACH）の促進機構解析

GACHは、　Azone⑪と同じazacycloheptan－2－one環を極性基として有し・側鎖にジテルペン
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0

∠ ∠N

　　　　　　　：Fig．12．　Chem1¢al　s血rロcture　of　1－geranylazacycloheptan－2－one（GACH）．

のgeranyl基を有する吸収促進剤である（Fig．12）。　Okamotoらは、この吸収促進剤が㎡t。myc血

Cや6－mercaptopurineに対して顕著な促進効果を示すとともに刺激性が極めて低いことから、

吸収促進剤として有力な候補物質であることを報告しているgo夘）。さらに、　GACHは、

oσ㎞01／水間分配係数（PC。，爾の値が0付近の薬物に対して最も顕著な促進効果を示すこと

も報告している9乃。本研究では、薬物透過経路を考慮した皮膚拡散モデルに基づいてGACH

の吸収促進機構の解析を行い、その解析結果に基づいてin　vitro系での種々の薬物に対する

促進効果を予測する理論の確立を試みた。

1－a モデル薬物とその物理化学的性質

薬物の皮膚透過経路が薬物の物性によ：って異なるのと同様に、吸収促進剤もまたその物性
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TableV. Chemical
used in this study.

structllres and physicechemical properties of mode! drugs

Drug Stmcture
Molecular
 Weight

  Octanol-Water
Partition Coefficient a

mannitol

 (]M[D

HO

HO

 H
 H

cHiOH

CH,OH

H

H

OH

OH

182 O.oo155

cytosine 3-arabino-

furanoside (ara-C)

acyclovir

 (AC)

      NH2   ob

Ho--
kgiliiY

.,H

S.(i,il)ll(>

Hov'xoJ

243

225

O.oo939

O.0304

5-fiuorouracil

  (5-FU) F

HN

i tr8
130 O.144

6-mercaptopurine

   (6-MP)

hydroconisone

   (Hq

butylparaben

   (BP)

o

N;,,S,.H

L :TN

HO

 H3

h

HO

Ns4)>

H

H3

o
OH

COOC,HD

"
h
 H

152

1

363

194

O.654

7.42

371

a Octanol-wat¢rpanition coefficients ofdrugs were determined at 37 OC.

- 32 --



に応じた経路に対して作用すると考えられ、結果として見かけの吸収促進効果は、薬物の透

過経路と吸収促進剤の作用部位・作用機構のバランスによって決定されると考えられる

（Fig．13）。したがって、吸収促進剤の効果を総合的に議論する上では、透過経路の異なる薬

物すなわち物性の異なる種々の薬物を対象に吸収実験を行い、吸収促進剤の各薬物透過経路

に対する作用を分離評価することが重要である。そこで本研究では、Table　Vに示した

［エ4qmannito1（MT）、　［3Hlcytoshle　β一arabhlofhranoside（ara－C）、　［3H］acyclovir（AC）、　［14C］5－

fluorouracil（5－FU）、　［1℃16・mercaptopurhle（6－MP）、　【3H］hydrooo而sone（HC）、　［14qbutylparaben

（BP）の7種薬物をモデルとしてi皿vitro皮膚透過実験を行った。

　薬物の皮膚透過性を支配する薬物側の性質としては、主として分子のサイズおよび親油性

の二つがあり、前者は薬物の皮膚中での拡散性を決定し、後者は皮膚に対する分配性を決定

づけると考えられる。本研究では、比較的分子量範囲の狭い薬物を対象とすることによって、

薬物間での拡散性の違いを無視できる条件下で実験を行った。また、Pσ。、伽に示されるよう

に、親油性が幅広く異なる薬物を用いることによって、皮膚透過経路の異なる薬物に対する

吸収促進剤の促進効果の評価を行った。

1－b　各種薬物の藍n轍m皮膚透過に及ぼすGACHの影響

　本実験では、複雑なモデル解析に耐えうる精度の高いデータを得ることが必要とされるの

で、以下のように実験条件を設定した。まず、flow－thr。ugh型拡散セルを使用することによ

り、常にレセプター側でシンク条件が成立する条件下で実験を行った。また、ドナー中での

吸収促進剤と薬物の相互作用をなくし皮膚に対する直接作用のみを評価することを目的とし

て、吸収促進剤は前処理法によって投与した。さらに、極性経路への薬物の分配が薬物間で

同じであることを仮定できるように水を基剤として用い、薬物の溶解速度が皮膚透過に影響

しないように薬物は溶液の形で投与した。

　Fig．14は、モルモットの背部摘出皮膚に対してGACHを24　hr前処理した場合における各

薬物の累積透過曲線を示したものである。促進剤無処理（コントロール）条件における皮膚

透過は、薬物の親油性が高いほど大きく、皮膚が脂質バリアーであることが示された。また、

角質層を除去することによって皮膚透過が顕著に増大し、特にその傾向は親水性薬物ほど大

きかったことから、これらの薬物の皮膚透過において角質層が強力なバリアーとして機能し

ていることが明らかとなった。

　一方、GACHの促進効果は薬物間で大きく異なり、親水性の高いMT、　ara－C、　ACに対し

’ては促進効果が小さく、中程度の親油性を有する5－FU、6－MPでは顕著な促進効果が認めら

れた。一方、比較的親油性の高いHCでは、　GACH適用量が25．5μmolの場合に皮膚透過が

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一33一
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Table　VI．　Amou皿ts　of　dmgs　reoovered　at　the　end　of　24－br　dif血sion　experiment　in
　　つ　　　　　　　　　　　　　　り

gumea　p畳gs・

聰
GACH　dose
　Φmol）

R㏄ove曜a（％）

Donor Sk㎞ Receptor To囲

Mr

訂a℃

AC

5．FU

6－MP

HC

BP

　　0

　　3．2

　　6．4

　12、7

　255
　5LO
S廿｛pping

　　O

　　3．2

　　6．4

　12．7

　25．5

　5LO
S1rippin呂

　　0

　　3．2

　　6．4

　12．7

　255
　51．O

S頃pping

　　O

　　3．2

　　6．4

　12．7

　25．5

　5LO
S面pping

　O
　　32

　6．4

　12．7

　255
　51．O

S面ppb19

　0
　3．2

　6．4

　12．7

　255
　51．O

SlhPP血9

　0
　3．2

　6．4
　12。7

　25．5

　51．O

Sロ｛PP五ng

95．72士0．25

93．30士1．57

93．14土0．77

93．24±0．86

92．78±457

7LO6±12．57
27．62±13．86

92．67±0．69

9α14±3．44

91．！3士2．77

9052土2．22
86．81士3．07

7135±1．44
33．84±10．38

96．17±0．83

92．22±0，73

96．18士4．62

92．37士5．14

85．10±1．79

66、23±玉0．64

41．Ol±12．17

97．66±2．71

77．95±1．04

74．86±2．65

57，31±653
45．72±4．94

24．98±4．04

4．77土3．16

q1．24±3．86

84．21±3．99

77，61±5．72

63．79±5．08

34．82±3．92

35．12±4．45

23，88±8．38

66．27±7．44

50，62土4．38

5026±乱19
51．69±3．98

38．44±5．17

30．99±4．69

23．77±3．80

18．00±4．94

9．52±1．02

859±0．84
8．41±0．53

12，23士L72
10．33±2．33

9．19±156

1．05±0．16

1．73土0．11

L99±0．64
1．83±0．37

2．39±OJ6
6。38±191

450士246
2．69士1．02

2．81士0。60

3．81　±0壱68

5．47士2．14

4．93±0．54

10．50±L77
7．35±3．82

　3．27士0．14

　434±2．39
　5．Ol土0．49

　6，28土0．48

　8．17±1．92

15．88±3．83

10．91±0．97

3．09±LO1
　6．84±3．72

7．53±0．52

10．03±1．81

955±1．86
4．75±0．78

2．14土0．79

6．6山下2．07

11．43±3．14

15．35±6．21

17．32±7．23

23．67±9。04

15．49±0．34

827±4．78

24．25±5．07

30．46±13．74

30。72±5．73

29．31±1．55

42．42±6．06

53．96士7．71

13．55±1．69

49．06±3．05

55r84±3．28

6529士6．38
68．48＝上4，14

75．39±12．17

79置66±3．18

26，32士6．05

0．53士O．04

0．60土O．12

1．44士0．15

098±O．04
　L86士1．35

6．16±1．76

5235±10．44

0．91±0．13

1．65士0．80

1．96±0．65

2．87土0．74

4．60±056
玉4，66士1．98

50．35土1425

　1．19±0．31

122±0．31
　1．61±0．40

　1．49±0，36

　824±2．75

16．89±5．15

39．73±13．74

2．09±150
6．99土2．90

13．65±2．50

28．07±6。80

44．98±6．77

60．90±7．13

89．38±3．82

2．96±1．63

5．03±1．27

854±2．35
17．05±3．45

47。27±5．31

45．80±4．63

5656±1L73
4．31±2，85

11．64±1．03

12，57±2．58

12．62±0．95

18．57±8．02

1455±5．08

5L62±4．21

2】．03±3．26

4．23土1．64

255±O．79
1．21±0．52

1．21±O．06

0

38．04±3．44

　97．30士O．13

　95．64士1．54

　96．56土O．52

　96．05土0．93

　97．03±3．39

　83．60±】3．10

　84．47±8．70

　9637±1，49
　94．60士2，25

　96．91±2．93

　98．86＝上0．75

　96．34±2．71

　96．51±2．19

　9L55±1．37

100．62±0．66

　97．79±1．97

102．79士4．88

100．13±4．86

10150±2．00
　99．01±2．21

　91．66±1．37

102．84±1．68

　91．79　±0，97

　96．04±135
　95．41±0．85

10024±124
　90．63士4．41

　95．76±0．54

100．88±3、56

100．65±L90
101．49±2．46

　98．15士4．68

’105．75±222

　96．41±0．52

　88、71±2．95

　94．83士3．37

　92．72±3．01

　93．54士0，86

　93．62±3．38

　99．43士2．49

99．50±351

　88．94±L83

　88．09±5．19

　6959±2．28

　76．43±6．44

　78．09±3．66

　88．83±13．78

　89．99土0．78

　7355士2．65

aA珊・m【爬・…dcs　a【24㎞訂…p陀・蜘雌m㎝・±S・D・。f・d硲、【山隅・x画m・・t・・

一35一



宕
£

a
く

§

B
蓮

5
琶

ら

5
建

く

70

60

50

40

30

20

10

o

0；sallne

●；GACH

0 6　　　　12　　　　18　　　　24

　Time（hr）

Fig．15．　h　vitro　pe㎜eation　of　6－MP　through　tape－strlpped　ski皿pretreated　with

GACH　or　sa阻ine。　Each　point　respresents　the　mean　value　ofthree　experiments，

最大となり、親油性の非常に高いBPの場合にはGACH適用量の増加に伴い皮膚透過が減少

した。また、実験終了時における皮膚中薬物量に関しては、5－FU、6－MPを除くすべての薬

物においてGACH適用量依存的に増加する傾向が認められた（Table　VI）。ここで、5－FUや6－

MPに対して’高投与量のGACH：で前処理した場合には、皮膚透過が極あて大きかったために

皮膚中薬物量が減少したものと考えられ、基本的にGACHは適用量依存的に皮膚中薬物量

を増大させる作用を有することが示唆された。

　Fig．15には、角質層除去皮膚をGAcHで前処理した場合の6－MPの皮膚透過を測定した結

果であるが、促進剤無処理の場合と差の無い皮膚透過パターンを示し、GACHは角質層以下

の層に対して作用を示さないことが明らかとなった。

1－c　薬物の親油性と吸収促進効果

　Fig，16には、薬物の親油性とGACHの吸収促進効果、あるいは実験終了時の皮膚中薬物

量の関係をプロットした。ここで、GACHの吸収促進効果は24時間後における透過量のコ

ントロール値に対する比として定義した。Flg．16（A）に示されるように、薬物のlog　PC。。伽と

促進効果との間にはベル型の関係が認められ、GACHは5－FU（PC。。伽；O．144）に対して最大

の促進効果を示した。一方皮膚中薬物量に関しては親油性の高い薬物ほど大きく、GACH適

用により皮膚中薬物量は各薬物とも顕著に増大することが明らかとなった（F童g．16（B））。

　こうした吸収促進効果に関するベル型の関係は、角質層を均一と捉えた二枚膜皮膚モデル

では説明することができない。すなわち角質層を均一と仮定した場合には、親水性の高い薬
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：Fig・16・　RdationsMp　betwee皿logarithmic　val腿e　of　oc伽。レwater　partition

coe価cient　and　e皿hancement　ratio（A）and　drug　amo胆nt　in　skin　at　24　hr（B）under

t血epretreatment　with　differe皿t　doses　of　GACH．　Each　enhancement　ratio　was
c誕culated　by　dividi録g　the　amo㎜t　of　drug　penetrated　through　GACH－pretreated　skin　by

that　through　ethanol－pretreated　skin．

物の場合ほど角質層によって全体の透過が支配されるため、角質層に対して作用する吸収促

進剤の効果は親水性の高い薬物ほど大きくなると考えられ、MT、　ara－Cのような親水性の非

常に高い薬物に対してGACHの促進効果が小さかったことに矛盾する。これに対し角質層

極性経路を考慮した場合には、親水性が高い薬物は極性経路を透過し、一方親油性が高い

GACHは非極性経路に対して作用すると考えることができるので、親水性薬物に対する吸収

促進効果が小さかったことが合理的に説明される。本結果は、従来より薬物の透過性のみで

議論されてきた極性経路の存在を、こうした吸収促進効果の立場から肯定するものである。

1－d　極性経路を考慮した二枚膜皮膚モデルに基づく吸収促進機構の解析

　薬物皮膚透過および吸収促進剤の効果を総合的に議論できるモデルとして、極性経路を考

慮した二枚膜皮膚モデルが有用であることが示されたが、これを実際の吸収動態予測へ応用

するためには、皮膚透過パラメータを算出することによって、薬物吸収機構や吸収促進剤の

作用機構を定量的に議論することが必要である。そこで、先の実験で得られた透過パターン

（Fig．14）を本モデルに基づいて解析し、各吸収経路における薬物の分配および拡散パラメー

一37一



Table VII. Parameters for in vivo skin permeation ofdrugs with GACH based on

a two-layer diffusion model with polar and nonpolar routes in the stratum

corneum.

GACII dose
 (pmol)

PoLar routea          bNonpoIar Toute Viable dssuesC

Drug
ppA-,s2 KpvpxioS
         (crn3)(hr1)

W;2 Knp(V,:l},li03 EutLd2

(hrl)
KdVd
(crn3)

m

areC

AC

5-FU

6MP

HC

BP

  o
  3.2
  6.4
 12.7
 25.5
 51.0
snipping

  o
  3,2
  6.4
 12.7
 2S.5
 51.0
snipping

  o
  3.2
  6.4
 12,7
 2S.5
 51.0
snipping

  o
  3.2
  6.4
 12.7
 25.5
 51.0
suipping

  o
  3.2
  6.4
  12.7

 2S.5
 51.0
snipping

  o
  3.2
  6.4
  12.7
 25,5
 51.0
snipping

   o
  3.2
  6.4
  12.7
 25.5
  Sl.O
Suipping

38.1

39.8

40.8
37.4

38.6

39.5

36.5

38.2
39.1

35.9
37.0
37.9

36.9

38.6

39.6

36.3

37.4

38.3

40.0
41.8

42.8

39,3

40.5

41,5

39.1

40.9
41.9

38.4
39.6
40.5

34.5
36.0

36.9
33.8

34.9

35.7

37.7

39.4

40.4

37,1

38.2

O.766
O.872
2.04
 1.43
2,88
11.2

O.766
O.872
2,ou
1.43

2.88
11.2

O.766
O.872
2.04
 1.43

2.88

11.2

O.766

O.872
2.04

 1.43

2,88
11.2

O.766
O.872
2,04

 1.43
2.88

112

 O.766
 O.872
 2.04

 IA3
 2.88
11.2

 O.766
 O.872
 2.04
 1.43
 2.88

 p

1.64

2.21

1.95

2.oo
1.62

3.47

1,39

2.56

152
1.01

2.13
2.91

2.04
4.90
3.98

4.34
4.71

4.69

3.39

3.01

1.20
2.98

4.07
2.95

O.161

O.691

1.43
1.39

O.238
O.772

O.194
O.0682
O,0658
O.0335
O.0942

   O.233
   O.349
   O.286
   O.706
   1.35
   2.28

   O.354
   O.172
   O.0941
   O.421
   2.57
   3.92

   o.3gl
   O.780
   1,90
   S.05
   9.56
  21.3

   e.483
   O.954
   4.11
   4.65
  17.7
  28.7

  25.0
  18.1
   9.46
   9.77
 4140
 671O

 2ceO
133oo
267oo
508oo
78Soo

  h

O.0812
O.0812
O.0812
o.og12
O.D812
O.0812
O.0812

O.0610
O.0610
O.0610
O.0610
O.0610
O.0610
O.0610

O.0565
O.0565
O.0565
O.056S
O.0565
O.0565
O.OS65

O.0858
o.ossg
O.0858
O.0858
O.0858
O.0858
O.0858

O.0595
O.0595
O,0595
O,059S
O.0595
O.0595
O.0595

O,0390
O.0390
O.0390
O.0390
O.0390
O.0390
O.0390

O.0372
O,0372
O.0372
O.0372
O.0372
O.0372
O.0372

O.op3
O.op3
O.693
O.693
O.693
O.693
O.693

O.74S
O.74S
O.745

O.745
O.745
O.745
O.745

O.566
O.566
O.566
O.566
O.566
O.566
O.566

1.84

1.84

1.84

1.84

1.84
1.84

1.84

1.04

1.04

1.04

1.04

1.04

1.04

1.04

1.67
1.67

1.67

1.67

1.67

1.67

1.67

1.52

1.52

1.52

152
1.52

1.52

1.S2

a Diffusien paramcter's for polar route ops2) of each drug were calculated by correcting the concsponding valuc s of

                                                 pVP) of eaeh drug wert considered to be the mannitol besed on motecular weight. Partition Parameters forpolarroute a

 sarne as the corresponding values of mannitol. These values wc pe used for estimatien ofparatneters for the nonpo1ar rollte.

b.DD:.rff,:gl,::ni::,1,dp,.e,rtl.,u4,g: :algf{;f.fol.th,:,.O",I.Lar.,ro(Nl'ii!iie(2D,PKiL,Sv2'dK)".'l"iP.)'.,id.,ed,.be....,toeachdrugwith

 different GACIl dose.
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タを算出した。本モデルでは合計6つのパラメータを決定することが必要であるが、一本の

透過曲線から得られる情報には限りがあるので、各層におけるパラメータの評価は以下に示

した手順で行った。

（1）各薬物に対して、角質層除去皮膚における透過パターンを一枚膜モデルに基づいて解析

　し（Eq．（95））、角質層以下の層における拡散および分配パラメータ（D謳ノ、1白玲）を算

　出した。GACHが角質層以下の層に対してほとんど作用しなかったことから、各薬物に

　おいて角質層以下の層における透過パラメータは前処理条件によらず一定と仮定した。

（2）非常に親水性が高いため極性経路のみを透過すると考えられるMTの透過パターンを二

　枚膜モデルに基づいて解析し（Eq．（85））、角質層極性経路における拡散および分配パラ

　メータ（Pμ～、筋ろ）を算出した。各薬物のDμ～は、分子量の立方根に反比例すると

　考え・MTのパラメータを用いて計算した。一方邸玲に関しては、橿性経路が基剤の水

　と同じような性質をもつ経路であり、分配係数砺が1と仮定できるので、薬物間で同じ

　と仮定した。

（3）以上の4つのパラメータを用いて、各薬物の透過パターンを極性および非極性経路を考

　慮した二枚膜モデルに基づいて解析し（Eq．（78））、各薬物の非極性経路における拡散お

　よび分配パラメータ（D。幽2、κ。ゐ）を算出した。

　Table　V皿は、当てはめ計算によって得られた各層における透過パラメータをまとめたも

のである。極性経路での薬物拡散性に関しては、Dμ、2がD。μ～に比べて非常に大きいこ

とから・．極性経路中の拡散は極めて速いことが示唆された。また埠％に関しては、ara－Cや

ACのように非極性経路に対する分配が極めて低いと考えられる親水性薬物の場合でさえ

邸必Pよりも小さかった。分配パラメータは分配係数と有効拡散体積の積を表す複合パラ

メータであるが、極性経路に対する分配係数は基本的に1と考えられるため53陶、この結果

は角質層極性経路の有効表面積が極めて小さいことを示唆するものと考えられる。一方、

GACHの極性経路に対する作用に関しては・Dμ～をほとんど変化させず埠玲を最大14．6

倍増大させた。この結果から、GACHは角質層の水和を充進させ、極性経路の有効表面積を

増大させる作用を有することが示唆された。

　非極性経路に対するGACHの作用に関しては・すべての薬物に対してD，〆乙～をほとんど

変化させず、κ・P協Pを適用量依存的に増大させることが明らかとなった（Fig．17）。この分配

パラメータの変化は、極性経路に対するパラメータ変化に比べ非常に大きく、GACHの主た

る作用部位は非極性経路であることが示唆された。また、分配パラメータは分配係数と拡散

体積からなる複合パラメータであるが、拡散体積が100倍以上も変化するとは考え難いので、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一39一
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Fig．17．　Dose－depe皿“ent　IEf艶ct　of　GACH　on　dif』sion　and　partition　parameters

for　the　nonpolar　route　of　MT（A），　ara－C（B），　AC（C），5－FU（D），6－MP（E），　HC（F），

and　BP（G）．

このGACHの’?pは主として分配係数の変化によるものと考えられる。

　透過曲線の解析によって得られたパラメータを用いて、実験終了時における基剤中および

皮膚中薬物量の理論値を計算し、実測値との相関を検討した結果、以下に示す式が得られた。

侮が〃2α’θゴαη20㍑η’吻vθ乃～01φ＝ノ．051＊rbう32ハノθ40ηφ

陀∫伽2αf84伽。副’加白紗二1．023＊lbδ3θrvθ40ηの

〆＝0．98Z

　

ぴニ0．900，

ηロ4の

η＝4の

回帰直線の傾きがほぼ1を示すことから、本モデルに基づく解析法の妥当性が確認され、物

性の異なる種々の薬物に対し、皮膚透過のみならず基剤中および皮膚中での薬物動態までを

総合的に議論する上で、本モデルが非常に優れたモデルであることが示された。

1－e　線形自由エネルギー相関に基づくGACH促進機構の考察

　以上のモデル解析の結果、GACHは薬物の非極性経路への分配を増大させることにより皮

膚透過を促進することが明らかとなったが、こうした機構をより詳細に解明するために・線

形自由エネルギー相関103・1。4）に基づいた解析を行った。

　C。11anderは、2種類の異なった溶媒と水との間の分配係数㈲・た2）が以下のような関係式

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一40一



璽

f
ご
2
Φ
∈

響

8
5
看

£

ち

E
量
誌

9
」

2

1

0

－1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　△；Control

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　▲；GACH　3．2μmol

－2　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O；GACH　6，4μmol

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　◇；GACH　12，7μmol

－3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●；GACH　25．5μmol

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　□；GACH　5tOμmol

－4

　93　　　　　－2　　　　－1　　　　　0　　　　　1　　　　　2　　　　　3

　Logarithm　of　Octanol－Water　Partition　Coefficient

Rehtionship　between　oct謎noL触ater　partition　coemcie皿ts　of　dr皿gs副nd

　　　　　　　　　　The　regression　lines　are　also　shown㎞this　figure．

　Fig．18．

　their　partition　pammeters　fbr　the　nonpoiar　routeロnder　the　pretreatment　with

　diffbrent　doses　of　GACH．

で近似できることを報告している1。3）。

　　　　　109彦ノ＝α＊109左＝2＋β　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（128）

この関係は経験的な式ではあるが、多くの溶媒において良好な相関関係が得られることが知

られており104＞、特にPC。。伽は薬物の親油性と生体膜への分配あるいは薬理活性との関係を

議論する上でよく用いられてきた105）。こうしたアプローチを用いて、薬物の．PC。，伽と各

　Tab］e　Vln．　Slopes　and　y－axis　intercepts　of　corrdations　between　octanoywater

P・曲・…茄d・幽nd　p・貢iti・・p・「amgt曲「tbe　nonpola「「o鳴

GACH　Dose（μmo1） α
β

0

32
6．4

12．7

25．5

51．0

1．30

1．30

L21
1．13

1．11

1．14

一2．94

－2．47

－2．16

－1．87

－0，91

－0．64

aαa皿dβvalues　mcan　slope　and　y－axis　in巳ercept　of山。　bllowing　hnear掩1ationship：

　　　1。9栃％・α串1・gκ・α！W・β　　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿41一



GACH適用条件下における非極性経路への分配パラメータκ。ア㌦との関連性について検討

した。ただし・lo91（叩臨Pの値が非常に小さい場合（〈一3．5）には、薬物透過における極性経路

の寄与が非常に大きく、モデル解析で得られた非極性経路におけるパラメータの信頼性は低

いと考えられることから、ここではこれらの値を除外して解析を行った。

　各GACH前処理条件ごとに薬物のPC。。がwと1（。ア臨pを直線回帰した結果、各直線は正の傾

きを与え、親油性が高い薬物ほど非極性経路への分配が大きいことが示された（Fig．18）。

Table　VIIIは各回帰直線の傾きおよびア切片の値をまとめたものであるが、　GACHの適用量

の増加に伴い直線の傾きが減少し、ア切片は顕著に増大することが明らかとなった。直線の

傾きに関しては、一般に傾きが小さいほど油層と水層の極性が近いと考えられており、一方

ン切片に関しては、油層の極性が高いほど大きく、油層に対する水の溶解度と良好な相関関

係を示すことが知られている1。4）。これらの知見に基づいて、GACH適用時の傾きおよびン

切片の変化のパターンから、GACHが適用量依存的に非極性経路を親水的環境へ変化させる

ことが明らかとなった。また、GACHと類似の構造を有するAz。ne⑲に関しては、脂質二重

膜の水保持能を高める作用を有することも知られており1。6）、こうした脂質膜の環場変化に

より薬物の分配が増大するものと推測される。

1－f　各種薬物に対する吸収促進効果のシミュレーション

　薬物の物性を基本とした薬物皮膚透過および吸収促進効果の総合的な議論を目的として、

先のモデル解析により得られた各パラメータを用いてシミュレーションを行った。Fig．19は

薬物のPC。。伽に対して24　hr後の透過量および皮膚中薬物量をシミュレーションした結果で

あり、ここでは実験条件と対応した画te系での皮膚透過を示している。促進剤無処理条件

下では、薬物の親油性と透過との間にベル型の関係が成り立ち、Iog　PC。。廊がL7の薬物で

最：も透過しやすいことが示された。親油性が高い薬物に対しては、非極性経路への親和性が

非常に高いために、fh並te系では角質層以下の層への移行が制限され受動拡散の駆動力とな

る角質層以下の層での濃度勾配が小さくなるために、親油性の増大に伴う皮膚透過の減少が

みられる。この皮膚透過の極大値は投与液量によって異なった値となるため・f加te系での

薬物投与においてはこうした投与条件も含めた総合的な議論が必要である。

　先のモデル解析では、GACHは主として非極性経路への薬物分配を増大させることが明ら

かとなったが、このタイプの促進剤は、基本的には薬物の親油性と皮膚透過の関係を左方向

すなわち極性の高い方向ヘシフトさせることによって薬物の皮膚透過を促進する（Fig・19（A））。

この場合、ACのような親水性の高い薬物では促進効果が小さく・6－MPのように中程度の

親油性を有する薬物で最も大きな透過促進が認められるが・一方BPのような親油性薬物で
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Fig．19．　Simulation　of　the劉mounts　of　drugs　penetrated皿ntil　24　hr（A）and

remaini皿g　in　the　skin　at　24　hr（B）again5t　their　octanoVw謎ter　partit員o皿¢oe笛cients．

The　fbllowlng　constants　were　used　in　these　simulations：ρp猛32＝40（hr1），　D刀p庇∫2＝1．5

（hr－1），　D〆Zノ＝0．06（hr－1），毒】％＝1、5x10一5（cm3），1Ω陥＝0．7（cm3），　and　K＝1（m1）．　The

輪耽pvalues　were　calculated　f士om　PC。c伽values　using　the　fbHowing　equations：

　Io9邸Pレ三P（cm3）＝1．3　x　lo9」P（あα加一3．0（fbr　control）

　log賜㌦（cm3）ニ1．1xlog　PC㏄伽一〇．9（fbr　GACH　treatment）

は薬物の非極性経路への分配が増大することにより皮膚透過が逆に減少することが示された。

また、皮膚中薬物量に関しては、薬物の親油性が高いほど大きく、GACH適用により増大す

ること寿｛示され、Fig．16（B）とよく対応した結果が得られた。

　以上、皮膚透過および皮膚中薬物量に関するシミュレーションは、実験結果ともよく一致

し、本モデルに基づく解析が、薬物皮膚透過および吸収促進を統一的に議論し吸収動態を予

測する上で、極めて有用なアプローチとなり得ることが明らかとなった。

皿一2　皮膚拡散モデルに基づく各種吸収促進剤の作用機構比較

　吸収促進剤の作用がその化学構造あるいは物性によって大きく異なることはよく知られた

事実であり、これまでに数多くの吸収促進剤に対して構造活性相関に関する研究が行われて

いる卿珊川1）。また、幾つかの代表的な促進剤に対しては・FT－IRやDSCによる解析を通

じて角質層構成成分との相互作用が解明されている93ρ5）。実際の製剤設計を行う上では、こ

うした吸収促進剤の作用の程度や機構に基づき、対象薬物に応じて適した促進剤を選択し処

方することが必要と考えられる。本研究で構築した皮膚拡散モデルに基づく解析法は、各種
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Fig．20．　Chemical　struc加res　of　4崖imonene　and　oleic　acid

吸収促進剤の作用を定量的な観点から作用部位・作用様式の違いとして整理することができ、

こうした合理的製剤設計を遂行する上で極めて有用なアプローチとなり得ると考えられる。

　本節では、GACHと化学構造の異なる代表的な吸収促進剤として単環モノテルペンの4

1㎞。nene鰍10Zlll冒114）と不飽和脂肪酸の01eic　acid9¢11，H呂）を選び（Fig、20）、それらの作用機構を

モデル解析することによって1．alkenyl砿acycloa短mone誘導体であるGACHの作用機構と比

較検討した41）。

2－a　41imonene、　oleic　acid、　GACHの吸収促進効果の比較

　吸収促進剤の各薬物透過経路に対する作用を分離評価するためには、吸収動態の異なる薬

物を選び、これらの皮膚透過を解析することが必要である。そこで、親油性の違いによって
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the　mean　value　of　at　least　three　experiments．　The　curves　were　simulated　using

parameters　listed　in　Table　X．
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それぞれ吸収経路が異なるMT、6－MP、　BPを用いてin　vitro皮膚透過実験．を行った。　Fig．21、

22、23は、各薬物に対して吸収促進剤4－limonene・oleio　acid・GACHで前処理した皮膚にお

けるin　vhr。透過を測定した結果を示している。　Table　IXは・24　hrの透過実験終了時におけ
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る回収量をまとめたものである。

　親水性の非常に高い薬物であるMTに対しては、各吸収促進剤ともそれほど大きな促進効

果を示さなかった（F19．21）。これに対し、中程度の親油性を有する6．MPの＝場合には顕著な促

進効果が認められたが・促進剤間で促進効果の程度および発現様式に差がみられた（Fig，22）。

ゴーlimoneneでは高投与量域でのみ6－8倍の促進効果を示し、効果発現には閾値が認められた

のに対し・oleic　ac量dおよびGACHの場合には適用量依存的な促進効果が認められ、それぞ

れ最大13倍、16倍の透過促進効果を示した。一方、親油性の非常に高いBPの透過に対す

Tab】e　IX．　Amounts　of　dmgs　recovered　at　the　end　of　24－hr　d員｛hsion　experiment　in
　　　　　　　　　　　　　　　　　

9Ulnea　p19S・

Dmg Enhan㏄r
（μmoエ）

Recoverya（％）

Donor Skin Receptor To囲

Mr

6－MP

BP

None（con虻ol）
Stripping

4－limonene

　　96
　144
　192
　288
　384
01eic　acid

　　7．8
　　15．7
　　31．4
　　62．7

None（co煎’01）

Sロipping

4－1imonene

　　48
　　96
　144
　192
　288
　384
01e量。　acid

　　7．8
　　！5．7

　　31．4
　　62．7

None（cont「01）

Stripping

4－limonene

　　96
　144
　192
　288
01eic　acid

　　7．8
　　15．7
　　31．4
　　62．7

95．72±0．25

27，62±13．86

95．87±O．78

87．10±3．89

85，86±4．56

86．22±5．32

76．62±7．95

92．OO±5．32

94，52±2．44

9350±1．85
88．64±7．39

91．24±3．86

23．88±6．25

85．37±2．69

83．62±337
78．67±8．79

64、49±10．76
64．88±4．61
58、10±4．34

80、43±2．22

75．63±4．70

65．62±5．27

4玉56±7．98

18．00±4．94

9．18±三56

12．26±2．31

8．77±0．73

10．09±LO4
10．39±3，87

113．68±2．03

13。86±1．76
13．62±O．65

13．98±1．69

LO5±0．16
450±2．46

2．23±0．31

3．87±L26
3．15±0．94

5．02±0．44
3．65±1．91

2．29±0．63

2．84±025
3．82±1．08

3．12±0．87

6．69±2．07

8．27±2，33

5．34±2．01

8．47±1．50

6．58±099
6．99±1．95

7．01±1．04

7．32±1．15

631±1．01
8．24±1．49

6，72±352
7．06±1．49

49．06±3．05

26．32±6．05

57．57±4．73．

52．91±5．97

52。24±4．25

4551±4．46

5650±6．90
5820±6．90
5244±353
51．68±8色90

0．53±0．04

52．35±10．44

0、27±0ユ4
2．56±α75
2．42±1．41

2．24±0．88

2．49±0．26

0．25±0．12
0．25±0．04

0．68±0．41

0．32±0．15

2．96±1．63

56．56±7．95

2．76±0．33

4．50±0，21

3．28±0．84

19．26±7．72

21．29±1．90
25．00±1．73

5．17±1．91

7．80±2．33

19。13±4．74
38．45±4。94

21．03±3．26

38．04±3．44

24・70±2．88

26．66±5．87

28．72±252
3433±3．41

20．93±4．45

21．66±1．44

2L70士1．62
19．88±4．24

97。30±0．13

84．47±8．70

9837±0．56
9354±3．9
91．43±3．34
93．48±4．32
82．77±6．38

94．54±5．95

97．60±2．20
98．01±2．60
92．08±6．95

100．89±3．56

88571±3。27

93．47±2．72

96．59±4．04

8853±7．63
90．73±5．43

93．18±5．09
90．42±6．60

91．91±2ユ4
91．67±3．62
91．46±4．75

87．06±2．01

88．09±5．19

73．55±2，65

94．53±3．31

88．34±3．42

91．06±5．33
90．23±3．97

91．10±7．76

93．73±5、61

87．75±4．34

8554±6．31

aThe　d繊reP祀sent　m鄭s±S・D・of　an螂£由ree　exper㎞en㎏・
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Fig．24．　Ef艶ct　of　prdoading　dose　of　e皿hancers　on　tlle　amount　of　M：T（A），6一］MP

（B），and　EP（C）in　the　skin　at　the　e皿d　of　24－hr　dif『u3蓋oon　expe面ment．　The

horizontal　line　and　shadow　area　in　each　figure　represent　the　mean　value　and　range　of

standard　deviation　of　drug　amountぬthe　skin　without　enhancer，　respectively．

る促進効果は促進剤間でそれぞれ特徴的な効果が認められ（Fig23）、41im。窪eneは用量依存的

な吸収促進効果を示し、最も高い投与量ではほぼ角質層除去皮膚における透過近くまで促進

したのに対し、deic　acidではほとんど効果がみられず、　GACHの場合には逆に適用量依存的

に透過が減少する傾向が認められた。

　Fig．24は、実験終了時における皮膚中薬物量を各吸収促進剤の適用量に対してプロットし

たものである。MTに関しては吸収促進剤の適用量の増大に伴い皮膚中薬物量が増加する傾

向がみ．られたが、その薬物量は絶対的に非常に小さいものであった（Fig．24《A））。6－MPおよ

びBPに関してはGACHでは適用量の増大に伴い皮膚中薬物量：の増加がみられたのに対し、

41hnoneneおよび01eic　acidを適用した場合には、促進剤無添加の場合に比べ皮膚中薬物量の

有意な変化は認められなかった（Fig，24（B），（c））。

2－b　各種吸収促進剤の作用機構比較

　以上透過実験のレベルから、本研究で用いた各吸収促進剤の間で、薬物の皮膚透過および

皮膚中量に及ぼす影響が異なることが明らかとなったが、これら促進剤問の違いを作用機構

の面から捉えるために皮膚拡散モデルに基づいた解析を行った。

　Table　Xには、前節で示した手順に従い名経路における分配および拡敬パラメータを算出

した結果をまとめた。MTの皮膚透過から評価した角質層極性経路における各パラメータに

関しては、各吸収促進剤とも拡散パラメータをほとんど変化させなかったが、分配パラメー
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Tab量e　X．　：Parame‘ers　for　in　vivo　skin　pemleation　of　dmgs　with　enhance器based

on　a　two－layer　difhsion　model　with　po】ar　and　no叩ohr　ro山tes董n　the　stratum

corneum．

Enhancer

（μmo1）

MTa、b 6－Mpa，c BP鼠。

留Kp騨矯2　K・p醤1船型2肇国・

None（conじol）

4－limonene

　96
　144
　192
　288
　384
01eic　acid

　　7．8

　15．7

　31．4

　62，7
GACH
　　3．2

　6．4
　12．7

　25．5

　5LO

39．9

39．0

42．0

40．4

41．7

46．6

35．8

37．9

425
46．0

495
42．1

4L1
49，6

48．5

727

3．65

33．3

25．0

3L5
37．6

3．86

3．50

8．41

3．78

6．99

19．6

13，0

22．3

90．4

3．46

6．41

359
41．0

45．9

53．6

350
4．13

10．9

25．1

3．46

3．42

2．85

3．53

4，19

4．79

4．79

2．76

4．46

4．74

5．45

9．99

13．2

15．9

27．2

　759
13．9

42．0

366
431

0．194

0．169

0．256

0．257

0．806

0，179

0．243

0．245

L47

0．0682

0．0658

0．0335

0．0942

2．02

L44
1．09

0．859

0．587

2．17

2．25

L96
2．29

13．3

26．7

50．8

78．5

apar㎝c駝・s応・・p・・c虻・1b・th・。ugh・iab1幡su。s　were　D（匹d2＝0．0812Φr1）md　KdVd＝α693（cm3）

f。・瓢㎝dDd几d2＝0．0595（hr1）・・d　KdVd＝1．（昇（・m3）f。・6－MP，　and　Dd／Ld2＝0．0372（hrl）㎝d

　KdVd＝0石93（cm3）for　BP，　respcctive互y．

bThe・a】u㏄are　diffusi・・and　p飢i巨・n　p㎜e肥偲f。r血e　p。1a・・。鵬・f　MT　F。・6－MP㎝d　BP，　d孟梱。n

paramclers　for　Ihe　polar　m山βwere　calcロ！a【cd　by　corr㏄ting山e　corresponding　val　ues　of　MT　based　on

mo1㏄ular　wcight，　whilo　par出on　parametcrs　for　lho　polar　rou【e　were　considered　to　be　lhe　same　as　lhe

cor祀sponding　valucs．　Thcse　parameIcrs　of　6・MP　and　BP　a鴨noI　shown　in［his　lable．

cThe　va1ロcs　are　diffus　ion　and　par血ion　paramcIers　for　1he　nonpo置ar　mute，

タでは、01eic　acidを除く41imonene、　GACHの場合に適用量依存的な増大が認められ、それ

ぞれ最大5．2倍、12．4倍の増大がみられた。しかしながら、このパラメータの値は促進剤適

用時においても依然として小さく、より高い親油性を有する多くの薬物の皮膚透過において

は本効果はそれほど大きな影響を与えないことが示唆された。

　一方、6－MPおよびBPの皮膚透過の解析によって得られた角質層非極性経路における各

パラメータに関しては、吸収促進剤による適用量依存的な変化が認められた（Table　X，　F三925）。

副㎞oneneは高投与量域において主として薬物の拡散パラメータを増大させるのに対し、

GACHは主として分配パラメータを増大させることが示された。また、　oleic　acidは他の吸収

促進剤に比べ効果が小さいながらも拡散および分配の両パラメータを適用量依存的に増大さ

せることが明らかとなった。
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GACHのように薬物の分配を増大させる吸収促進剤は､皮膚内の濃度勾配を増大させるこ

とにより皮膚透過を促進するため､皮膚中における薬物量の顕著な増大が認められるが､d-

1血one血eのように薬物拡散を主として増大させる促進剤は､薬物の拡散速度に大きく影響す

るため皮膚中英物量に対してそれほど顕著な影響を示さないと考えられ､このことは実験結

果ともよく対応している伊ig.24)O

以上のように､吸収促進剤の作用機構の違いによって､各種物性の異なる薬物に対する促

進効果が大きく異なり､さらに同程度の皮膚透過を示す場合でも皮膚中での薬物濃度が異な

る｡したがって､単に薬物吸収改善のみならず局所での治療効果あるいは副作用の問題を含

めた製剤処方の最適化を図るためには､各種吸収促進剤の作用点および作用様式を整理する

ことは重要な課題であり､本モデル解析法はこうした議論を行う上で極めて有用な知見を提

供できるものと考えられる｡

Ⅱ-3考案

吸収促進剤は､皮膚に対して作用しその物理化学的性質を変化させることによって薬物遷
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過を促進するが、薬物が物性に応じて適した経路を透過するのと同様に、吸収促進剤もまた

それ自身が有する物性に応じて各薬物透過経路に対して移行すると考えられる。したがって、

吸収促進剤の効果はみかけ上薬物の皮膚透過経路と吸収促進剤の作用部位および作用機作と

の関連によって決定される。本研究で構築した皮膚拡散モデルでは、こうした点を踏まえ、

吸収促進剤の作用を薬物吸収の素過程のレベルで議論することが可能であり、吸収促進機構

の解析において極めて有用なアプローチと考えられる。

　前章で述べたように、本皮膚拡散モデルは皮膚の解剖学特性とこれまでの薬物経皮吸収に

関する知見を基に構築したが、近年P。伽とGuyによって角質層極性経路の存在を否定する

研究が報告され119）、現在、極性経路の存在の有無が経皮吸収の分野において議論の対象と

なっている。彼らの議論は、薬物の皮膚内拡散が自由容積理論に従うならば単純な一枚膜モ

デルでも数多くの薬物の皮膚透過が合理的に説明できるというものであるが、こうした理論

が本研究で得られた吸収促進の結果に対しても適用できるかについて検討した。

　自由容積理論を用いた場合には、薬物の皮膚内拡散係数：Dは、

D＝Dハ”璽ρexp（一2曜／レケ） （129）

として定義され、ここで、〃、1ワ、D岬’0は、薬物のモル容積、膜中の平均自由容積、お

よびモル体積が0である場合の仮想的な拡散係数を表す1簾1働。吸収促進剤が皮膚に対して

作用し薬物の拡散係数を増大させると仮定すると、その場合の吸収促進効果EDは、

　　D＋△D　　　　　　　濯EO旨　　　　　＝1＋
　　　D

巧・△η＋D…
1

△D財y圃。 （130）

と表されるため、薬物問での吸収促進効果を比較した場合には、より大きな分子サイズを有

する薬物のほうが少なくとも同等以上の促進効果を受けると考えられる。一方、吸収促進剤

が皮膚の極性を増大させることによって薬物の分配係数を増大させる場合には、線形自由エ

ネルギー相関の考えに基づき1。3・1㎝）、吸収促進効果がは、

　　1（＋△κ
　　　　　＝ノ＋h1PCo¢rlwx△α＋2．303x△β’」E｝κ冨 （131）

と表される。皮膚の極性が増大した場合には・αが減少しβは増大するので、親水性薬物ほ

ど皮膚への分配が増大すると考えられる・しかしながら・GACHの吸収促進効果は、　MT、

ara－C、　ACに比べ、若千小さな分子量を有しかつ親油性の高い5－FUや6－MPに対して顕著
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に大きかったことから、自由容積理論に基づく単純モデルでは本研究結果を説明できないこ

とが明らかとなった。Fig．19に示されるように、極性経路を考慮した本拡散モデルでは

GACHの吸収促進効果に関する合理的な説明が可能となり、本研究結果は、これまでの議論

とは異なった吸収促進効果の立場から、角質層極性経路の存在を示唆するものである。

　本モデル解析法では吸収促進剤の作用機構を薬物の分配あるいは拡散の増大として捉える

ことができるが、こうした作用機構の違いは吸収促進剤と角質層構成成分との相互作用の違

いによって生じると考えられる。一般的にはDSCやFT．IR法のような分子論的アプローチ

を用いて吸収促進剤と角質層の相互作用が評価されることが多く93θ6）、詰limonene、　olelc　acid、

およびGACHと類似の構造を有するAz。ne⑪に関しては、　DSCにより角質層脂質とのみ相互

作用することが報告されている蝶z㍉124）。これは、これらの吸収促進剤の親油性が極めて高

く、脂質層に対して高い親和性を有するためと考えられるが、主たる作用部位が非極性経路

であるという本モデル解析結果ともよく対応している。さらに、これら促進剤のDSCの結

果では、41hn。neneおよびoleic　acidが角質層脂質の相転移に関するピークを低温側にシフト

させるのに対し、Azone⑬はそのピークを消失させることが明らかにされており、促進剤間

で角質層脂質に対する作用の仕方に違いがみられる点が指摘されている9亀1篇124）。

　これらの分子論的解析結果と吸収促進効果との関係についても数多くの検討がなされてい

る95ρ61纂125）。これらの研究の多くでは、吸収促進剤添加による角質層脂質の相転移温度の

減少と吸収促進効果との間に良好な相関関孫がみられることが報告されており、吸収促進剤

は脂質層の流動性を増大させることによって薬物の拡散を増大させると解釈されている。し

かしながら、リボソーム膜を用いた研究では流動性の増大によって薬物の分配も増大するこ

ともま．た知られている126）。この現象は、脂質膜が液晶状態にある場合、薬物分配に必要な

脂肪鎖間の疎水結合を切るためのエネルギーを必要としないためと考えられているが、脂質

膜がこのような状態にある場合には、薬物分配によるエントロピーの増大が小さいため、薬

物分配を低下させる方向へ作用する点も指摘されており、結果として流動性増大による分配

係数の変化は両者の効果のバランスによると考えられている126）。本研究で用いた3種の促

進剤間ではそれぞれ異なった機構により吸収促進効果を示したが、これは各吸収促進剤の角

質層鮨質話中での存在状態が異なるために生じたものと思われる。

　また、最近のFT－IRによるoleic　addの作用機構解析に関する研究では、01eic　acidは通常

の皮膚温度付近では角質層脂質全体の流動性増大を引き起こさないが、それ自身は流動性の

高い状態で存在することが報告されており、角質層脂質中で。leic　acidが相分離した状態で

存在し、この界面に水が侵入することによって薬物の透過が促進されるという仮説が立てら

’れている胸。また、Azone⑪に関しても脂質膜の水保持能を増加させるという報告もあり1殉、

こうした吸収促進剤の作用によって脂質膜内の疎水的環境が変化し、薬物の分配性が増大す
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ることは十分に考えられる。

　しかしながら、吸収促：進剤によってはDSCを用いた解析結果と吸収促：進効果との間に相

関性がないという報告もあり124）、こうした分子論的解析の結果と吸収促進剤による薬物の

分配や拡散過程の変化との関係については十分な理解が得られていないのが現状である。し

たがって・吸収促進剤の構造活性相関に関しても、現在のところ現象論的な理解の範囲に留

まっており鬼951併一111）、両者の関係については今後整理されるべき問題点と考えられる。

　本研究では・既に確立されている吸収促進剤に対してその作用機構を皮膚透過の物理化学

的な側面から解析することによって、対象となる各種薬物の物性を基本とした吸収促進剤の

効果の予測理論の確立を試み、その一端を明らかにした。本研究成果は、吸収促進法を合理

的に設計し経皮吸収製剤の最適化を行う上で極めて有用な情報を提供するものであり、今後

製剤設計の基本指針として応用されることによって、吸収促進剤を利用した経皮吸収製剤の

開発に対し大きく貢献するものと思われる。
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第副章薬物経皮吸収における動物種差およびi皿vitro／i皿vivo

　　　　　　間の差の解析

　医薬品の開発においては、実際あ患者に対して医薬品の有効性および安全性を保証するこ

とが最も重要なポイントであるが、新規薬物の患者あるいは健常人への投与は常に危険を伴

うため、前臨床段階すなわち動物実験のレベルにおいて薬理効果や体内動態を評価し、ヒト

での予測を行うことが必要となる。薬物の体内動態に関しては、生理学、生化学的パラメー

タを用いて実体に即した解析を試みる生理学的ファーマコキネティクスの考え方が導入され

て以来127）、これまで困難にされていたin　VitrOからin　Vivo、動物からヒト、さらには正常時

から病態時へのスケールアップに関する研究が活発に進められている12躍9）。

　薬物の経皮吸収に関する研究では、特に摘出皮膚を用いたin　vitro吸収実験法が薬物の吸

収性評価や吸収促進剤のスクリーニングなど基礎研究に幅広く応用されている。hl　vitro実

験では、死体や手術後に得られるヒト皮膚が最も良いモデル皮膚であると考えられているが、

その入手が困難であるため、こうした基礎実験の段階では基本的に動物実験に頼らざるを得

ない。したがって、動物実験で得られた結果がヒトでの吸収に如何に反映するかを整理する

ことは重要な課題であり、これまでに薬物経皮吸収に関する種差御3び134）やhl　vitro／in　vivo差

13，13B）に関する研究が数多く行われてきた。しかしながら、薬物皮膚透過が幾つかの吸収素

過程からなるにもかかわらず、これらの研究では皮膚全体としての透過性でしか両者の比較

が行われていないために、これらの皮膚透過の違いが十分に整理されていないのが現状であ

る。

　基本的な皮膚の構造は動物間あるいはin　vitr。／hl　vivo間で同じであるため、薬物の皮膚透

過過程は基本的に同じであり、こうした薬物吸収における種差やin　vitro／in　vivo差は、各吸

収過程のバリアー能の違いによって生じると考えられる。本研究で提唱した、皮膚の解剖学

的特性を考慮した拡散モデルに基づく解析法では、経皮吸収を吸収素過程に分離して議論で

きるので、薬物経皮吸収および吸収促進における種差やin　vitro！in　vivo差の問題を解明する

上でも極めて有用なアプローチと考えられる。そこで本章では、本モデル解析法を用いて各

吸収過程における皮膚透過パラメータを抽出することによって、個々の吸収素過程のレベル

で種差およびin　vitrolin　vivo差の問題を議論し、これらの違いが薬物吸収および吸収促進効

果に対して及ぼす影響について整理を行った41」39）。

皿一1　経皮吸収および吸収促進効果における種差の解析

　これまで経皮吸収に関する種差の問題に関しては、ヒトに代わる動物モデルの開発という
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観点から主として検討がなされてきた。ブタ皮膚が解剖学的な構造も含めてヒト皮膚に近い

ことが報告されているが75・1釦）、実験動物としては、取り扱いの容易なゲッ歯類の小動物が

注目され、ヘアレスマウスがヒトのモデルとして適当であるということが報告されている

13餌1）。しかしながら、いずれの動物がヒトのモデルとして適当であるかは、対象とする薬

物によっても異なる事実もまた指摘されている75・131）。これらの種差は、各動物間での皮膚

の形態学的な構造や皮膚構成成分の違いによって、各薬物吸収過程のバリアー能が異なるた

めに生じると考えられる。したがって、こうした点を総合的に議論するためには、薬物吸収

過程を素過程に分離した上で各種動物間での皮膚透過性の比較を行い、解剖学的あるいは生

化学的な情報との対応関係を整理することが必要と考えられる。

　そこで、薬物経皮吸収における種差解析への本モデル解析法の応用性について検討を行う

目的で、ラット皮膚を用いたin　vitro皮膚透過実験を行った結果をモデル解析することに

よって、前章で得られたモルモット皮膚での結果と比較し、個々の吸収素過程のレベルでの

違いが薬物吸収および吸収促進効果の種差に及ぼす影響を整理した。

1－a　モルモットおよびラット皮膚におけるGACHの吸収促進効果
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Table　XI・Amounts　of　dmgs　reeovered　at　the　end　of　l2－hr　di冊1sio皿experi皿ent　in

ra重5．

Drug GACH　dose
（μmol）

R㏄overy　a（％）

Donor Sk血 Recepロ⊃r To囲

Mr

AC

BP

　0
　6．4

　51．O

Sロ’ipping

　o
　6．4

　5LO
S江韮PP星ng

　o
　6．4

　5LO
S窪ΦP㎞9

92．42±1．35

9233±2．51

7755」＝428
21．50士3．18

93．70±2．89

92．71±1．27

65．92±6．60

2229±4．35

13．35±2．79

20．15±4．84

9．17±0．72

10。84±3．06

0．46±0．O1

2．02±0．97

10．67±L26
0．68±0．35

0．95±0．12

1．27±0．43

3．87±1．22

LO8±0．52

14．36±4．38

73．81±ll．05

71．13±2．07

1．30±0．12

2．26±1．12

2．60±L26
4．28±0．33

65．25±6．76

2．51±0，79

3．63±0．58

2433±4．65

7030±5，77

57．43±5．55

20．15±4．84

0．31±0，02

’フ6．04±3．08

95．13±0．24

96．95±2．63

92．50±2．69

87．43±9，59

97．15±2．50

97．60±2，45

94．12±1．34

93．67±1。10

85．14±2．52

104．78±7．44

80．61±1．34

88」8±0．74

aThe　da田represen【mea皿s±SD、　of　at　Ieast　th祀e　experimen1s．

　親油性の異なるMT、　AC、　BPをモデル薬物として用い、ラット腹部摘出皮膚に対して、

吸収促進剤であるGACH適用時のin　vitro皮膚透過実験を行った。　Fig26は、12hrの透過実

験により得られた各薬物の皮膚透過曲線を示しており、Tab正e　XIは実験終了時におけるド
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ナー・皮膚、およびレセプターで回収された薬物量をまとめたものである。親水性の高い

MT・ACではコントロールの皮膚では皮膚透過が極めて小さく、角質層除去することに

よって顕著に皮膚透過が増大したが、親油性の非常に高いBPでは本来皮膚透過が大きいた

めに角質層除去による皮膚透過の増大は小さかった。一方、GACHの作用に関しては、　MT

に対してはほとんど促進効果がみられず、ACでは高投与量のGACHにより顕著な促進効果

が認められたのに対し、BPではGACH適用量依存的に皮膚透過が減少した。また、実験終

了時における皮膚中薬物量は、各薬物ともGACHの適用量依存的に増大する傾向が認めら

れた（Tab工e　XI）。以上の薬物皮膚透過およびGACHの吸収促進効果に関しては、前章でのモ

ルモット皮膚での場合と良く相関した結果が得られた。両動物間で、各前処理条件毎に薬物

投与後12hrにおける皮膚透過量を比較した結果、薬物の種類や適用条件に依らずラットの

ほうが皮膚透過が大きいことが明らかとなった（Fig．27）。

1－b　モルモットとラット間での皮膚透過パラメータの比較

両動物種における皮膚透過の種差を明らかにするために、先の皮膚透過パターンを皮膚拡

Tab置e　XIL　Parameters　fbr　in　vitm　skin　permeation　of　dmg8　with　GACH　b劉sed　on
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散モデルに基づいて解析し、各経路における皮膚透過パラメータを比較した（Table　xn）。

　角質層以下の生きた表皮および真皮層における拡散パラメータ．oμ〆には響動物間でそ

れほど大きな差が認められなかったのに対し、分配パラメータ島玲に関してはラットのほ

うが5．3－6．7倍大きいことが明らかとなった。基本的に角質層以下の層は、コラーゲン様の

マトリックス構造からなる水で満たされた親水的な環境であり、薬物はこうした組織の間隙

を拡散すると考えられている43）。これは、モデル薬物のPσ。。伽が0．00155－371と大きく異

なるにも関わらず、分配パラメータの値が薬物間でそれほど大きな差がみられないことから

も明らかである。したがって、水を基剤とした本研究では角質層以下の層への分配係数1動

はほぼ1とみなすことができ、本解析で明らかにされた両動物間での分配パラメータの差は

組織閣隙の容積の違いによると考えられる。

　角質層極性経路に関しても、分配パラメータ埠ろにのみ種差がみられ・ラットのほうが

大きな値を示したが、GACH適用量の増加に伴い差が小さくなる傾向が認められた。過去の

報告に基づき53’55・68）、水基剤から極性経路への分配係数は1とみなすことができるので、

ラットとモルモットの間では極性経路の体積が異なると考えられるが、さらには拡散距離の

2乗に反比例する拡散パラメータDμ。2に種差が認められなかったことから、両動物間で極

性経路の有効表面積が異なっていると解釈できる。角質層極性経路の実体としては厳密には
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明らかではないが、毛穴等の経付属器官経路や角質層の水和水によって形成される水孔経路

が考えられており15潮・142）、両動物間での極性経路の表面積が異なるのは、こうした付属器官

の密度や角質層水和の程度の差によるものと思われる。しかしながら、高濃度の吸収促進剤

を十分に作用させた場合には、水の透過性が官記し角質層の水和がほぼ限界の状態まで進行

すると考えられ、このような条件下では雨粒物間で同様の分配パラメータを示したことから、

両動物における経付属器官経路の寄与は同程度であり、促進剤無添加条件ではラットのほう

が角質層の水和が充心していることが推察される。

　一方、角質層非極性経路のパラメータに関しては、両面物間で明確な違いはみられず、い

ずれの動物種においてもGACHにより分配パラメータが顕著に増大する傾向が認められた。

この結果より、非極性経路のバリアー能に関しては、促進剤に対する感受性を含めて、両道

物間で基本的には種差がみられないと考えられる。

　以上のような両動物間でのパラメータの違いが、皮膚透過挙動に如何に反映するかについ

て直感的な理解を助けるために、皮膚透過に要する平均通過時間MTrを算出した（Fig．28）。

親水性の高いMTやACの場合には、ラットのほうが基剤中での平均滞留時間MRTが短い

ために、㎜が短く、高い皮膚透過性を示すことカ｛明らかとなり、これは角質層極醗路

での分配パラメータが大きいためであることが示された。一方、親油性の高いBPの場合に

は、ラットのほうが角質層非極性経路でのMRTが短いために、高い皮膚透過を示すことが

明らかとなり、親油性の高い薬物では角質層以下の層での分配パラメータの違いが反映する

ことが示された。

皿一一2　経皮吸収および吸収促進効果におけるin　vitrolin　vivo差の解析

　in　vitro皮膚透過実験は、薬物吸収過程のみを直接測定でき、かつ実験条件の設定が容易

であるため、薬物経皮吸収の評価に繁用されるが、一般に実験動物皮膚を用いたin　vitro皮

膚透過実験では真皮も含めた全皮膚を用いられることも多く、血流による薬物の除去を受け

るhl　viVOでの皮膚透過とは生理学的に異なると考えられる。したがって、　in　vitrO実験の結

果をもとにhl　vivo吸収を予測するためには、両実験系の特性すなわちhl　vitroおよびin　dv。

における皮膚の生物学的および物理化学的性質を理解することが必要である。従来より薬物

吸収におけるhl　vitro仕【vivO差における研究が数多く行われてきたが、両者の相関性は得ら

れているものの定量的な一致がみられないことが報告されている13玉138）。

　そこで、薬物吸収および吸収促進効果におけるhl　vitro／in　vivo差に関して総合的な理解を

得ることを目的として、本研究で構築した拡散モデルに基づいてin　vitroおよびin　vivOにお

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一58一



ける両実験結果を解析し・各吸収過程におけるパラメータを比較することによって、両実験

系での皮膚のバリアー特性の違いを皮膚の生理学的および解剖学的特性と関連づけて整理し

た41・139）。

2－a　静脈内投与後の薬物尿中排泄

　in　vivO吸収実験の結果より経皮吸収過程を分離評価するために、吸収実験のモデル薬物と

して用いたMT、　AC、およびBPを静脈内急速投与した後の尿中放射活性を測定した

（F重9．29）o

　各薬物の尿中排泄は二相性の消失を示し、以下の式によって表すことができる。

MT；　　　賜／ゴ’＝∫46＊eや（一2．24’）＋1　Z　8＊exp（一〇．689’）

AC：　　購溶∫＝166＊exp（一261∫）＋〃14＊exp（一〇．666’）

BP＝　　　6翫／繍∫紐250雫exp（一675’）＋69．7＊exp（一1．05f）

（132）

（133）

（134）

ここで、既／敏は尿中排泄速度（％of　Dose舳r）を表す。これらの武に基づき、　MT、　AC、およ

びBPの無限時間までの尿中排泄量はそれぞれ91．0、89．7、103％であった。いずれの薬物

においても、そのほとんどが尿中に速やかに排泄されたが、特にMTとACは非常に良く似

た全身挙動を示すことが明らかとなった。
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2－b　GACH適用時におけるin　vitroおよびhl　vivo皮膚透過

　モデル薬物として親油性の異なるMT、　AC、　BPを、吸収促進剤としてはGACHを選び、

薬物経皮吸収および吸収促進効果に関するin　vitro／tn　vivo差を解析した。　in　viv。における経

皮吸収評価は・ラット腹部にガラスセルを接着し、吸収促進剤で6hr前処理後薬物水溶：液

を投与した上で・尿中排泄を経時的に測定し、デコンボリューション法を用いて血vitro実

験系に対応するin　vivo経皮吸収パターンを得た（Fig，30）。

　Fig．31は、　in　vitroおよびhl　vivo実験により得られた皮膚透過パターンを示したものであ

る。角質層を除去した皮膚では、いずれの薬物においてもhl　vivOでの吸収が大きいことが

明らかとなった。促進剤撫添加（コントロール）条件での皮膚透過は、薬物によって両実験

間での大小関係が異なり・親水性の非常に高いMTでは加vitroのほうが大きかったのに対

し、ACではほぼ同程度であり、親油性の非常に高いBPの場合にはin　vivoのほうが大きく

なった。また・皮膚透過のIag　timeに関しては、いずれの薬物の場合もin　vivOのほうが短い

ことが明らかとなった。

　Fig．32は、　GACHによる吸収促進効果を表す指標として、吸収実験終了時の皮膚透過量の

増加率を計算した結果を示したものである。in　vitroおよび血vivoのいずれの実験系におい

ても、ACに対して最も大きな吸収促進効果が認められたが、その程度は血vivoのほうが大

きいこと、またhl　vivo系ではMTに対しても顕著な促進効果がみられることが明らかと

なった。さらに、BPに対しては両実験ともGACH適用により皮膚透過の減少がみられたが、

その程度はin　vihnのほうが顕著であった。

歪

ξ諺　

Urinary　Bladder　i趣霜

Pretreatme㎡of　abdomhal　skin　sロrface　with

ethanolic　solution　including　enhancer奮or　6　hr

　　　　　　　↓

Appllcation　of　drug　solution　to　donor　cell

　　　　　　　↓

Colbction　of　urine　from　urhary　bladderfor　4　hr

　　　　　　　↓

Esヒimation　of　skin　abso甲tion　by　a　deconvolutbn

method

Fig．30．　Prooedure5　fbr　in　vivo　percutamous　absorption　experiment．
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hV詑r。：▲；0岬。I　GACH　●；6。4卿I　GACH’◆；51・。岬。1　GACH　■：St巾Ping

Flg．3L　In　vivo　and　in　vitro　abso叩tio皿of　MT（A），　AC（B），　and　BP（C）through

intac重rat　sk萱n　pretreated　witb　a皿ethanolic　solution　of　diffbrent　do8e50f　GACH　or

through　t叩e－stripped　skin．　The　drugs　were　applied　in　the　fbrm　of　aqueous　solution，

1n　vivo　absorption　profUes　were　obtained丘om　urinary．　exoretioll　data　using　a

deconvolution　method．　Each　point　represents　the　mean　value　of　at　least　three

expe㎜e血s．

　Table　X皿は、4hrのhl　vivo吸収実験終了後における回収率をまとめたものである。各薬

物のコントロール条件の比較より、親油性の高い薬物ほど皮膚中薬物量が高いことが明らか

となった。また、GACHはいずれの薬物に対しても皮膚中薬物量を増大させることが示され、

in　vitro実験の結果（Table　XDとも良く相関していた。

2－c　血vitrolin　vivo間の皮膚透過パラメータの比較

　経皮吸収におけるin　vitr。／in　viv。差を各吸収過程のレベルで検討することを目的として、

上述の実験結果を．皮膚拡散モデルに基づいて解析した。hl　viVOでの解析では、　in轍roでの解
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：Fig。32。　Comparlson　of　enhanceme蹴e価ct　of　GACH　on　skin　permeatio皿of　MT

（A），AC（B）an“BP（B）between　in　vivo　3nd　in　vitro．　Each　enh歌ncen曳ent　ratios　was

calculated　by　dividing　the　penetration　amount　at　the　end　of　experiment　with　enhancer　by

that　without　enhancer．

Table　XInr　Amomts　of　drugs　recovered　at　the　end　of　4－hr　in　vivo罰bso叩tion
　　　の　　　　　　　　　　　　　ロ

expenment　m　rats・

Dmg GACH　dose
　q」m。1）

Recovefy　a（％）

Donαr Skin u血e Absorbed　b To囲c

Mr

AC

BP

　0
　6．4

51．O

Stdpping

　O
　6．4

5LO
SIゴPP訟9

　0
　6．4

51．O

Stdpping

86．32±9．79　　　　α35士0．12

101嘔34±5．08　　　　0・22±0，Cσ

82．76±15、05　　　0．52±0．12

3929±2．11　　　　1．09土0．60

99．08±1．14　　　　032土0ユ3

97。46±4．78　　　　0．69±0．33

8L77±6．89　　　　1．61±0．01

39．73士1624　　　1．49±0．4呂

13．06土0。70　　　　9．84土7．28

25，47±2L21　　　28．96土7．62

16．32±3．99　　　51、＆4±1E．79

　6．30±5．70　　　　1．03±0．89

0．08±0嚇02　　　　0．11±0畢03

0．55±0．31　　　　　0．74士0．41

1．74±0．45　　　　2．48±056

42．06±3．36　　　　54，67±4．18

0．24±0．13　　　　0．30±0ユ6

1．13±0．71　　　　　1．51±0．96

10．64±3．04　　　14．81±3．88

47．13±16．35　　　59，84±1929

46．76土7．26　　　50．87土7．06

20．37±5．65　　　24．23土6．65

1．47士0．43　　　　　1．78±0．51

70．71士10．85　　71．77±9．96

86也79±8．72

102．30ま：5．40

85．76土1555

95．05±L52

99．70±L27

101．72士3畠56

98．19±3．02

101昏06土5．05

73．77±7．74

78．67土158

69．94士5．25

79ユ1±3．48

aThe　da臥a爬exp了esscd　as　means±S．D．　ofat　lcast山τec　expedments．

bAbsαrbcd㎝o剋nts　wεrc　calculated　using　a　deoo昆voludon　m¢山od．

cTo囲amoun紅is山e　sum　of　tho　amounts　iπthe　donor，　in山e　skin，　and　absorb巴d．

析結果と直接比較できるように、血液側でシンク条件を仮定したinv童面と同一のモデルを

使用した。局所血流速度が過度に減少しない限り、薬物透過は血流律速にならないことが知

られており143｝、この仮定は基本的に成立すると考えられる。当てはめ計算では・皮膚透過
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TableXⅣ･ Parametersforimvitroandinvivoskinpem eationofdrugswith

GAC耳basedomatwo-1町erdifrusioJlmOdelwithpolarandnoTIPOlarrotlteSinthe
stratumcornetJminrats.

hyitro Inyiyo

EEEヨ
GACftdose

om '' 叫 2" pTix,1,6b nlPP42c KnpVnptldc 叫 ` KpTLix,I,db 笥 加 KnpcV=p,;ldcotr1) 恥rl) (cm3) ou-1)

MT O 61.6 6.13 5盲,7 0.612 -

6.4 64.6 7,3S 601 3.91
51,0 64.8 12.2 60,2 14.5

S叫Png 的 2--0,081台hrld KdVd=3▲67m3d EhA.d2I0.677tu-1d KdVdご0,368cm3d

AC O 57.4 6.13 6.57 12.9 54.7 0.612 6.79 12.6
6.4 60.2 73名 4.71 45.8 56.1 3.91 5.03 64.9
51.0 60.4 112 5.14 953 56.1 14.5 4,53 1320

sI'ipか且 軸んd2-0.0804hrld KdVd≡3.76亡m3d W .d2_-2.84hrld KdVd-0.083もcm3d

I口ifrusionp- ･n- forLh叩 luroutein uleSt,aDimCDmeum恥 2)･rnleSCV山esor也血 dnlg w ereCAJcu触 dbyco,TCdnBthe

corrtspondinB One- rmaJlniLolら- aonTnDlecuhrw坤 lAndwereAlso- droTdmh血 norDnpn12 JLndKnpVnpofdTugS山eJChdose･

芸 ≡ ≡ ≡ 三 ≡ ‡ :-_-i__:‡ ≒ 三軍 =:;-:-;=:三 -:I-::-;-I-=i:-f t=I-:'l~-I-=i-さL-; ≡

dp打払 eLBTSforLhBViabletissuesPdn_d2.KJVd). Th岱CVlluESW的 COnSid耶 dtDbecommonLoeaL}hdrugwidldirfeTentGACHdose.

の理論式に対して全身挙動を表す式をラプラス次元でコンボリュ-ションした式 (式(78),

(101))を用いて､薬物経皮投与後の尿中排距のデータに当てはめ､各皮膚透過パラメータ

を算出した｡そのパラメータの評価の手順に関しては､前章で述べた方法に準じて行った｡

TableXIVは､モデル解析により得られた皮膚透過パラメータをまとめたものであるO た

だし､BPに関してはinvivo実験終了時の回収率が非常に低かったためけableXIII)､本モデ

ル解析は行わなかった｡角質層以下の層に関しては､すべての薬物において拡散パラメータ

はinもivoのほうが大きく､分配パラメータは逆にinvitroのほうが大きかったo拡散パラ

メータは拡散距離の三乗に反比例するパラメータであるので､両実験間で薬物拡散係数が等

しいと仮定すると､本解析結果からinvivoのほうが拡散距離が短いことが示壊されたOま

た､分配パラメ-夕は拡散距離に比例するパラメータであるので､このことは分配パラメー

タに関する解析結果ともよく対応している｡この解析結果は､薬物は角質層透過後それ以下

の層をさらに拡散するが､invivo条件では真皮上部で発達した血管系から血流による除去を

受けるため､真皮を含めた全皮膚の透過を表す血血 o実験の場合に比べて拡散距離が短く

なることを示唆するものと思われる｡

一方､角質層橿性経路でのパラメ-タに関しては､拡散パラメータは両実験問でほぼ同じ

であったのに対し､コントロール条件における分配パラメータはinvitroのほうが 10倍大書

かったoこの結果は､invitroではinvivoに比べ極性経路の表面積が大きいことを示すもの

であり､角質層の水和が冗進していることが示唆された.一方､GACHの極性経路に対する

作用は､invitroではほとんどみられfi:かったのに対し､invivoでは24倍まで分配パラメ一
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タが増大した。GACHによる極性経路への分配パラメータの増大は、角質層水和の促進を示

唆するものであるが、本来水和が四顧しているin　vitro条件下では吸収促進剤による影響を

受けにくいことを表すものと思われる。こうした吸収促進剤による水和の増大は、oleic　acid

やla面。　acidでも確認されており、これらの吸収促進剤は角質層からの水分蒸発

Transeplde㎜aI　Water　Loss（TEWL）を増大させることが報告されているl17）。これらの吸収促進

剤による水和増大のメカニズムに関しては、これらが親油性の非常に高い化合物であるため、

直接極性経路に対して作用するとは考え難いので、おそらく角質層の多重脂質膜の構造を乱

すことによって新規の水孔経路を形成するかあるいは既に脂質膜に存在する水孔経路を拡大

するものと思われる。また、角質層の水和には限界点が存在することが知られており142）、

GACH適用時にはi聾vitroとhl　vivoの分配パラメータがほぼ等しくなったことから、　GACH

により角質層の水和状態が限界に近くなっているものと思われる。

　一方、角質層非極性経路に関しては、両パラメータともin　vitroとin　vivoの間でほとんど

同じ値を示した。さらに、GACHによる非極性経路でのパラメータの変化は、極性経路での

パラメータの変化に比べて大きく、GACHは顕著に非極性経路への薬物分配を増大させるこ

とが明らかとなり、GACHの吸収促進機構に関しても基本的に両実験間で同じであることが

示唆された。以上のことから、薬物皮膚透過において最も重要な吸収過程と考えられる非極

性経路に関しては、薬物透過性およびGACHに対する感受性にぬvitrolin　vivo差がないこと

が明らかとなり、皮膚透過や吸収促進効果におけるin　vitrolhl　vivo差は、角質層の水和状態

や真皮層の拡散距離の違いによって見掛け上生じることが明らかとなった。

皿一3　01dc　acidによるln　vivo経皮吸収促進の解析

　以上の検討から、GACHによる吸収促進機構に関しては、基本的に種差およびin　vitro侮

娠vo差がないことが示されたが、こうした議論が他の吸収促進剤に対しても同様に成り立つ

かを検討するために、吸収促進剤としてoleic　acidを選び、ラットを用いたin　vivo実験の結

果を解析することによって、前章でのモルモットを用いたin　vitro実験での解析結果と比較

した。

3－a　o監eic　addによる藍n　v蓑vo経皮吸収促進効果

　本章では、モルモットでのin　vitm検討と同じモデル薬物であるMT・6－MP・BPの3種の

薬物を用いて、前節と同様のhl　vivO吸収実験を行った。

　デコンボリューション法により吸収速度を計算するために・6－MPの静脈内急速投与実験

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿64一
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Ot2 3'
     Time (hr) Time (hr) lime (hr)
         A; Control O ;oleic acicl 6.4 Iunol - ;oleic acid 62.7 pmol

    in vivQ absorption ef MT (A), 6-MZP (B), and BP (C) through intact rat
pretreated with an ethanolic solution of different doses of oleic acid. The

                              solution. In vivo absorption profiles were
   from urinary excretion data using a deconvolution method. Each point

TableXV. Amounts
experiment in rats.

ef drugs recovered at the end of 4-hr in vivo absorption

Drug Amount of
eleic acid

 (pmol)

                 aAmount recovery (% Applied)

donor skiii urine      babsorbed topalc

mannito1

6-meTcaptcrpurine

butylparaben

  o
 15.7

 62.7
stripping

  o
 IS.7
 62.7
suipping

  e
 15.7
 62.7
stripping

86.32 ± 8.79

90.88 ± 5.39

79.44 ± O.03

39.29 ±2.11

98.06 ± 5.g2

86.6S ± 3.15

63.65 ± 14.98

32.es ± 4,48

lg.g8 ± 5.88

10.25 ± 5,74

18.88 ±2.99

 2.01 ± O,38

035 ± O.12

O.55 ± O.12

1.01 ± O.ce

1.09 ± O.60

2.17 ± O.67

3.57 ± O.17

4.5S ± 1.19

4.91 ± O.19

l2.31 ± 7,47

750 ± 3.43

29.06 ± 8.16

O.34 ± O.14

O.08±O.02 O,11±O.03 86.79±8.72
 L04±O.34 1.19±O.19 92.62±5,70
 L34±O.08 1.84±O,11 8229±O.15
42.06 ± 3.36 54.67 ± 4.18 95.05 ± 1.52

O.43 ± O.14 1.12 ± O.36 101.ss ± S.84

2.S2±O.86 7.02±2.20 9724±4.51
6.89 ± 1.11 :8.76 ± 2.62 86.96 ± 12.12

32 .62 ± 3.29 78.88 ± 7.01 11 6.47 ± 10.89

45J7 ± 5.36 50.02 ± 4.66 80.SO ± 3.07

S9.78±7,eO 64.68±6,11 82.43±7.6S
35.63±2.64 41.26±2.37 8920±3.71
80.31±329 80.37±2.36 S2.72±L93

aThe data were expressed as mean ± S.D. at least three experiments.
bThe values were calculated using a deeenvolution method.

CThe values were the sum.ef dTug arnounts in the donor, in the skin, and absorbed.

Eifi -p f:ftM. 6-MP cDMpligkYt!Itsrt(% ofDose/hr)ltt.

                                         .
      ctXlivUt = 108'exp(-11.0t)+30.4"exp(-O.6P2t)

                                 -65-

(135)



であることが示され、無限時間までの尿中回収率は53．7％であり、尿中排泄以外の消失経

路が存：在することが明らかとなった。MTおよびBPに関しては、（132）式および（134）式を

用いた。

　Fig．33は、デコンボリューション法を用いて計算した、　oleic　acidの各種適用条件下におけ

る各薬物のin　viv。吸収パターンを示している。　oleic　acidは、　MTおよび6－MPの皮膚透過を

顕著に促進したが、BPの場合には、低投与量では若干透過促進を示したのに対し、高投与

量では皮膚透過を減少させた。モルモット皮膚を用いたin　vitro実験の結果では、　oleic　acid

による吸収促進効果は6－MPに対してのみ認められており（Fig．21、22、23）、本i皿vivo実験

の結果とはMTに対する促進効果の有無に関して大きく異なることが示された。

　Table　XVは実験終了時における各薬物の回収量をまとめたものであるが、すべての薬物

において。leic　acid適用により皮膚中薬物量が増大する傾向が認められた。

3－b　in　vivoにおけるoieic　acidの作用機構

　Table）Mは、尿中排泄パターンのモデル解析によって得られた皮膚透過パラメータをま

とめたものである。角質層極性経路に関しては、oleic　acidは拡散パラメータをほとんど変化

させなかったのに対し、分配パラメータを適用量依存的に増大させたことから、01eic　ac重dに

よる角質層水和の充進が示唆された。このような作用はモルモット皮膚を用いたhl　vitro実

験では認められなかったが（Table　X）、他の吸収促進剤であるGACHにおいてもin　vivoにお

Table　XVI．　Parameters董br　in　vivo　skin　permeation　of　dr皿gs　with　o且eic　acid　based

on　a重wo－1裂yer“i価sion　model　with　polar　and　no叩01ar　routes　in　the　str農加m

comeum　in　mts。

Amoロnt　of

oleic　acid

Φmo1）

Pol肛mule Nonpolar　rouIe

Drug
　　，2KpVp・1。5誰）
　　　　　（cm3）

Mr

6－MP

BP

　0
15．7

62．7

sIripping

　O
15コ

62J
str1PPmg

　O
15．7

62．7

str1PPlng

60．9　　　　　　0．586

67．3　　　　　　6．67

65．4　　　　　　　9．65

Dψd袖憩1（hr1）

64．7　　　　　　0．586

7L5　　　　　　6．67

695　　　　　　　9．65

D誕d24352（hゴ1）

59．6　　　　　　0．586

6i9　　　　　　6．67

64．0　　　　9．65
Ddルd2・1」3（㎞ρ1）

恥Vd司359（cm3）

4．19　　　　　　　0．00112

11．7　　　　　　　　　0．00226

14コ　　　　　　　　0．00745

恥Vd・1．37（・m3）

0．544　　　　404
1．08　　　　　　　　2．27

0243　　　　　　4．03
鞠Vd・2餌（・m3）
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いてのみ薬物の極性経路への分配パラメータの顕著な増大が認められることを明らかにして

いる（Table　XIV）。以上のことから、これらの親油性の高い吸収促進剤は、角質層の脂質多重

膜の構造を乱すことにより角質層水和を促進する作用を有するが、本来水和の充臆したin

vitro状態ではこのような作用がみられないことが示唆された。

　一方、01eic　acidの角質層非極性経路に対する作用は、6－MPとBPを用いて評価したが・

6．MPに対しては、　deic　acidは拡散および分配の両パラメータを増大させ、モルモット皮膚

を用いたin　vitro実験での解析結果と良く対応した。一方、　BPの透過に対しては。le三。　acid

による明確な作用は認あられなかったが、これはBPの透過が極めて速いため真皮透過律速

となり、角質層でのパラメータを精度良く評価することが困難であるためと考えられる。ま

た、oleic　acldによる各パラメータの変化の程度は極性経路におけるパラメータの変化とほぼ

同等であったが、oleic　acid適用時においても極性経路での分配パラメータは非常に小さく・

多くの薬物においては皮膚透過過程全体に対する極性経路の寄与が小さいと考えられること

から、oleic　acidの主たる皮膚透過促進機構は非極性経路に対する両パラメータの増大とみな

せるものと思われる。

　以上の解析結果より、oleic　acidによる吸収促進機構に関しても種差およびin　vitr。加vivo

差は認められないことが明らかとなり、これらの間の薬物皮膚透過の差は、GACHの場合と

同様、in　vitro／in　vivo間での角質層の水和状態の違いや、角質層以下の層における拡散距離

の違いあるいは動物種による組織間隙の大きさの違いによって説明されるものと思われる。

皿一4　考察

　本章では、薬物皮膚透過および吸収促進効果における種差およびin　vitro／in　vivo差の問題

を総合的に議論するために、皮膚構造を考慮した拡散モデルを基盤として各吸収素過程レベ

ルでの両者の違いを比較検討した。

　本解析では、角質層以下の層における透過パラメータに関して、種差およびhl　vitro／in　viv。

差が認められた。種差に関しては、ラットとモルモットでは分配パラメータのみ異なること

から、真皮の組織間隙の大きさが駆動物間で異なることが示唆された。一方、in　vitr。／in　vivo

差に関しては、in　viVOのほうが拡散パラメータは大きく、逆に分配パラメータは小さいこと

から、i皿viVOでは真皮拡散距離が短いことが示唆された。

　こうした角質層以下の層のバリアー能の違いは、親油性の高い薬物の場合や吸収促進剤を

適用した場合のように角質層透過性が高い場合に、皮膚透過に影響すると考えられる。モル

モットに比べラットの場合のほうがBPの皮膚透過が大きかったこと、あるいはほとんどの

適用条件において㎞vivOのほうが㎞vitroに比べ皮膚透過が大きかったことは、こうした真
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皮抵抗の違いによると考えられる。また、in　vitr。においても、真皮の一部を切り取った皮

膚では皮膚全体を用いた場合よりも親油性薬物の皮膚透過性が高いことが知られている7。）。

親水性薬物では角質層の皮膚透過が律速過程であるため、皮膚透過性は基本的にこの真皮拡

散距離が異なっても変化しないと考えられるが、皮膚透過のラグタイムはこのような場合で

も影響されることが報告されている刀）。本実験結果においても真皮拡散距離の短い㎞viv。

のほうが顕著にラグタイムが短かくなり、こうした結果とも良く対応した結果が得られた。

　角質層極性経路に関しては、動物あるいはin　vitro／in　viv。間で極性経路の表面積が異なり、

これらの間で角質層水和の程度が異なることが示唆された。従来より、角質層の水和は薬物

皮膚透過を支配する重要な因子として知られており1輸、密封療法や軟膏基剤によって一時

的に水分蒸発を抑えると皮膚が水和し、薬物透過性が増大することが報告されている145）。

また、各部位からのbenzoiG　acidの吸収と角質層からの水分蒸発速度TEWLとは良好な相関

関係を示し、吸収の部位差も角質層の水和の違いで説明できることも報告されている正46）。

　こうした角質層水和の効果に関しては、極性経路を透過しやすい親水性薬物ほど影響を受

けやすいと考えられる。親油性の異なる薬物の皮膚透過性に対する長時間水和の影響を検討

した研究では、親油性の最も高いbutanolではほとんど水和時間の影響を受けないことが知

られている142）。本研究で行った種差に関する検討では、親水性薬物であるMTやACの透

過は角質層水和の早舞したラットのほうが大きいことが示された。また、in　vitro／in　vivo相関

に関する検討では、ほとんどの適用条件においてhl　vivOのほうが高かったのに対し、促進

剤無添加時のMTの透過のみin　vitroでの皮膚透過が大きかったが、これはin　vitr。のほうが

角質層水和が元硬していることによるものと考えられる。

　一方、薬物皮膚透過全体を支配する最も重要な吸収過程と考えられる非極性経路に関して

は、動物間およびin　vitro／hl　viv。間で透過パラメータに有意な差は認められなかったことか

ら、吸収促進機構に関しては基本的に同じであり、角質層水和および真皮の拡散距離や組織

構造の違いによって、吸収促進効果の見掛け上の差が生じることが明らかとなった。また、

実験動物ではヒト皮膚に比べて水和による角質層のバリアー能の低下が著しく、実際のヒト

での吸収モデルとして適当ではないという報告もあるが14η、本結果では非極性経路の透過

パラメータに種差が認められなかったことから、本モデル解析法のように薬物の角質層透過

を極性経路と非極性経路に分離評価することによって、こうした動物間での水和の程度の違

いを考慮した動態予測が可能となることが示唆された。

　以上で明らかなように、種差あるいはin　vitro／in　viVO差を引き起こす原因については個々

の吸収素過程ごとに考えることが必要であり、薬物の物性によってもそれらの寄与が異なる

ため、薬物吸収におけるこれらの問題を議論する上では総合的な理解が必要とされる。本モ

デル解析法は、吸収過程を素過程に分離評価できるので、種差やin　vitrolin　vivO差の問題を
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解析する上でも励て有用なアブ・一チと考えられる．さらに、こうした手法を用いて各種

動物皮慮における薬物吸収を漸することによって、実験動物の結果からヒトでの動態予測

いわゆるアニマルスケールアップも可能となるものと思われる。
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結論

　以上、著者は三章にわたり、皮膚構造を考慮した皮膚拡散モデルを構築し、薬物経皮吸収

および吸収促進効果の解析を行い、次の結論を得た。

（1）皮膚拡散モデルの構築と経皮吸収動態解析への応用

　皮膚の生理学的および解剖学的構造に基づいて、皮膚を角質層とそれ以下の層の二層から

なると考えた皮膚拡散モデルおよびこれにざらに角質層に並列に存在する極性経路および非

極性経路を仮定したモデルを構築し、薬物透過を表すラプラス次元の式を誘導して、高速ラ

プラス逆変換アルゴリズムによる数値計算を組み合わせた経皮吸収動態解析法を確立した。

また、吸収挙動を総舗に評価する目的で、平均皮膚内麗購㎜）などのモーメント

パラメータの計算式を誘導した。本解析アプローチの応用性を単純な系で検討する目的で、

直列二枚膜皮膚モデルに基づいて6・mercaptopu血eのin　vitr。吸収動態の解析を行った結果、

角質層中ではそれ以下の層に比べて非常に拡散が＝遅く、MTrの算出により各吸収過程の中

で薬剤から角質層への移行に最も時間を要することが明らかとなった。次に本モデル解析法

を局所薬物濃度の評価に応用し、acyclovirを経皮および静脈内投与した後の尿中排泄パター

ンを解析することによって、皮膚腺薬物濃度の時間推移を算出することに成功した。

（H）皮膚拡散モデルに基づく吸収促進剤の作用機構解析

　本解析を吸収促：進剤の作用機構解析に適用し、対象薬物の物性と吸収促進効果との関連性

を整理した。親油性の異なる7種薬物のhwitro皮膚透過に及ぼす吸収促：進剤1・

gcfanylazacycloheptan．2℃nc（GACH）の影響を検討した結果、対象薬物のocta皿。1／水間分配係

数と促進効果との間にはベル型の関係が認められた。これは単純な二枚膜モデルでは説明で

きず、角質層の中に極性経路が存在することが示唆された。そこで、極性および非極性経路

を組み込んだ二枚膜拡散モデルに基づく解析の結果、GACHは主として非極性経路に対する

薬物分配を増大させることにより吸収を促進することが明らかとなった。さらに線形自由エ

ネルギー相関の考えに基づいた解析により、GACHは非極性経路をより親水的な環境に変化

させることが示唆され、こうした機構に基づいて各種薬物に対する吸収促進効果をシミュ

レートすることに成功した。次に、異なった化学構造を有する促進剤として・単環モノテル

ペンの4hmoneneと不飽和脂肪酸のdeic　acidの作用機構をモデル解析した結果、いずれの

促進剤も主として非極性経路に伶用するが、41imon¢nθは高投与量域で拡散パラメータを増
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大させー一方 oleicacidは投与量依存的に拡散および分配の両パラメータを増加させること

が示され､GACHとは異なった作用機構を有することが明らかとなった｡以上本モデル解析

法により､吸収促進剤の作用機構を各吸収素過程のレベルで解明することが可能となり､各

種吸収促進剤の効果を作用点 ･作用様式の違いに基づ喜整理することが可能となった｡

(Ⅲ)経皮吸収促進効果における動物種差およびinvitro/invivo間の差の解析

薬物経皮吸収における種差および invitro/invivo差を解析する目的で､ラットとモルモッ

トを用いて吸収実験を行った結果をモデル解析した｡両動物に対するinvitro皮膚透過パラ

メータを比戟した結果､ラットのほうが極性経路および角質層以下の層に対する分配パラ

メータが大きいことが明らかとなったが､非極性経路の薬物透過性および吸収促進剤に対す

る感受性には種差が認められなかったOまた､ラットにおけるinvivo実験の結果をモデル

解析しinvitroとの違いを皮膚透過パラメータのレベルで比載検討した結果､ in vitro条件で

は角質層水和が冗進し極性経路が拡大していること､またinvivo条件では角質層以下の層

の拡散距離が短いことが明らかとなった0-万､GACHの作用機構はinvitroとinvivoの両

実験系を通じて基本的に同じであるが､見かけ上の吸収促進効果は角質層水和の程度や真皮

拡散距離の違いによって両実験間で異なることが明らかとなった｡oleicacidを用いた検討に

おいても､これらの種差およびinvitro/invivo差に関して同様の結論が得られた｡以上､吸

収を構成する各素過程のレベルで動物間および invitro/invivo間の違いを整理すること

によって､薬物吸収および経皮吸収促進に関する総合的な理解が得られた｡

以上､皮膚拡散モデルに基づいて吸収促進剤の作用機構を解析し､作用機構を物理化学的

視点より解明すると共に､吸収促進効果発現における種差およびinvitro/invivo差に関して

系統的な整理を行った｡本研究で得られた知見は､薬物吸収動態に関する精度の高い予測を

可能とし､吸収促進剤を利用した経皮吸収製剤の設計､開発に対して有益な指針を提供する

ものと思われる｡
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実験の部

第 Ⅰ章 実験の部

【1】モデル薬物

6-mercaptopurine(6-MP)はナカライテスク株式会社より購入したoacyclovir(AC)は日本

ウェルカム株式会社より供与 されたものを用いた｡ t14C]6-MP､PH]ACはそれぞれ

comi ssariatAL■EnergieAtomique社､第-化学薬品株式会社から膳人したものを用いたO

【2】血Ⅴ血o経皮吸収実験

Hartley系雄性モルモット(体重約 250g)をpentobarbital(40mgn唱,i.p.)で麻酔下､その背部

皮膚をバリカンで除毛した後､頚動脈切開により脱血し背部皮膚を摘出した｡次に､真皮側

に付着した皮下脂肪を注意深く取り除き､さらに角質層側の半分に対してはテープストリッ

ピング処丑を 15回行うことによって角質層を除去した後､正常部位および角質層除去部位

から直径 3cmの切片を各2片ずつ打ち抜き､フロースルー型拡散セル (有効表面積 :3.14

cmユ)に装着したoレセプター側は､StreptomycinSulfhte(50men;Sigma社)およびpenicillinG

potassiumsalt(30mgniナカライテスク株式会社)を含む生理食塩水を用いて6mlnlrで潅流し

た. ドナー側は､皮膚の温度および水和状態を安定化させるために､37oCで6hr生理食塩

水で前処理した.生理食塩水を取り除いた後､【14C]6-MP(0.011MBq)を含有する ImM 6-

MP生理食塩水溶液を lml授与し､レセプター流出液を90mh毎に24hrサンプリングした0

24hr後には､ ドナー溶液を約 8mi の水で回収した後､皮膚を拡散セルから取り外した｡さ

らに､皮膚から直径 1cmの切片を打ち抜き､soluene-350(Packard杜)で溶解したOレセプ

ター流出液､ ドナー溶液､および皮膚溶解液中の薬物の定量は､液体シンチレーション法に

より行った｡

【3】分配実験

角質層シー トはmgmmとchristopherの方法に準じて剥離した148)00.1%trypsin(trypsin,

1:250;Di血 Laboratories社)を含有するpH7.9TrisniCLBufferを浸潤させた凍紙上にモル

モット背部除毛皮膚を置き､密閉した状態で 16hr放置したDさらに､角質層をピンセット

で剥離した後､水で洗浄し乾燥させた｡

角質層除去皮膚 (約 67mg)あるいは角質層 (約4mg)を 【14C]6･MP(0.0011MBq)を含有す

るlmM 6-MP生理食塩水溶液 1mi 中で37oC､24hrインキュベ-トした｡インキュベ- ト

終了後､各サンプルを重量測定した後 Soluene-350で蕗解し､液体シンチレーション法によ
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り薬物量を測定した。また、インキュベート後の生理食塩水溶液中の薬物量も併せて定量し、

皮膚と生理食塩水間の薬物分配係数を計算した。

【4】in　vivo経皮吸収実験

　Wistar系雄性ラット（体重約200　g）をether麻酔下バリカンで除毛した。24　hr後ラットを

ure出㈱（1躰g，　ip．）で麻酔し、膀胱にビニールチューブ（鳳0．50㎜，　o．d．0，90㎜；Dur副社）

を挿入した。皮膚表面をウェットペーパーで軽く拭いた後、【3H］AC（18MBq／g）を含有する

5％（w！w）AC　polye出ylene　glyco1軟膏50mgを、有効表面積3．14　c血2の穴の空いた薄いアクリ

ルプレートを用いて皮膚表面に塗布し、尿を経時的にサンプリングした。尿のサンプリング

は、サンプリング時間の前に生理食塩水溶液02mlをカニューレを介して2回注入し膀胱内

を洗浄することにより行った。8hrの吸収実験終了時にラットを屠殺後、軟膏投与部位の皮

膚を摘出し、水30ml中で皮膚を洗浄することによって、皮膚表面の軟膏を洗い取った。尿

および皮膚サンプルはS。lucne－350で溶解後、その中に含まれる薬物量を液体シンチレー

ション法により定量した。また、皮膚洗浄液中の放射活性も併せて測定し、軟膏中薬物残存

量とした。

【5】静脈内急速投与実験

　Wistar系雄性ラット（体重約200　g）をure廿旧ne（Ig！kg，　i．p，）麻酔下、　in　vivo経皮吸収実験と

同様膀胱カニュレーションを施し、o．o18　MBq！h∬［3珊Acおよび。．45　m砂皿Acを含有する

生理食塩水溶液02m1を大腿静脈より急速投与した後経時的に尿を回収し、尿中放射活性を

測定した。

【6】データ解析

（1）当てはめ計算

　当てはめ計算は、京都大学大型計算機センターの富士通大型計算機M－382上で行い、高

速ラプラス逆変換アルゴリズムを用いた非線形最小二乗法プログラムMULTI（FILT）を用い

てパラメータを算出した。MULTI（FILT）は、京都大学薬学部山岡清助教授より供与された

ものを使用した。

（2）シミュレーション

　シミュレーションは、京都大学大型計算機センターの富士通大型計算機M－382上で、高

速ラプラス逆変換アルゴリズムを用いたシミュレーションプログラムKLTSあるいはそれ

を一部変更したプログラムを用いて行った。FILTSは、京都大学薬学部山岡清助教授より供

与されたものを使用した。
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第Ⅱ章 票駿の部

【1】モデル薬物および吸収促進剤

IJ3eranylaaCyClohep血 -210ne(GAC印､Oleicacidはそれぞれ株式会社クラレ､日本油脂株式

会社より供与されたものを用いたod-limoneneは和光純薬工業株式会社より購入したO

Mannitol(MT)および61merCaPtOPurirLe(6-MP)はナカライテスク株式会社より､cytosineβ-

血 binofuranoside(aLra-C)およびhydrocortisone田C)はsigma社より､butylpanben(BP)は東京化

成工業株式会社より購入した.51FluororLnCn(5-FU)およびacyclovir(AC)は日本ウェルカム株

式会社より供与されたものを用いたol14qMT､PlqAC､[3H]HCは第一化学薬品株式会社よ

り､[14C]5-FUおよび[14C】6-MPはCommissariatAL-EnergieAtomique社より購入したo

l14qBPは､第一化学薬品株式会社より購入した[14clp-hydroxybeIIZOicacidから以下の手順

で合成した｡ 【14ck,-Hydroxybezuoicacid1.8MBqと非標識体 1.5mgをbutanolに溶解し､少

量の濃硫酸存在下 3血r還流した｡反応液を氷水中に加えた後 曲er抽出を行い､さらに

NaHCO3水を用いてether層を洗浄後減圧留意した.さらに､得られた粗結晶をCHCL3に溶

解した後､シリカゲルカラムを用いて精製した(移動相 cHCL3:ether-4:1).こうして得ら

れた 【14C]BP(比活性 0.27MBq/mg)を吸収実験に用いたo

【2】octanol/水間分配係数のdIJ定

分配実験開始前に､MT､ara-C､AC､51FUの場合は水飽和のoctanolに､6-MP､HC､BP

の場合はoctaLnOl飽和の水に､標識体および非標識体の濃度がそれぞれ 1.各kBq/hll､0.1mM

となる･ように溶解した.薬物溶液2mlと対溶媒2mlと混合し､37仝Cで4名hrインキュベー

トしたo平衡後､octanolおよび水屑からそれぞれ lmlを分取し､液体シンチレーション法

により薬物量を定量した｡

【3】血血 o経皮吸収実験

第 Ⅰ章の 【2】と同様の手順で摘出したモルモット背部除毛皮膚をフロースルー型拡散セ

ルに装着した後､ ドナー側に吸収促進剤を含むeth弧Ol溶液0.2zdを授与した｡24hrの前処

理終了後､ ドライヤーを用いて皮膚表面に残存するぬ l書留表し､放射標識体 0.018

MBqを含む薬物水溶液 lmlを授与した.ここで投与液にはうi虚相 打､亘fa-C､6-MP､HC､

BP)あるいは2mM(AC､5-Ftnの濃度となるように非標毒韓を塵えたものを用いた.以下の

手僻に関しては一第 Ⅰ章の 【2】の方法に準じて行った卓

また､角質層除去皮膚を用いた実験では､24hf生壁童塩泰 量感 で蔚処理後薬液 1mi を授

与したOここで,浸透圧差によるドナ-からレセプタ-年率泰壁等動を防ぐために､基剤と
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して水の代わりに生理食塩水を用いた。

【4】データ解析

データ解析は、第1章の【6】と同様の方法で行った。
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第Ⅲ章 実験の部

【1】モデル薬物および吸収促進剤

モデル薬物および吸収促進剤に関しては､第Ⅱ葦と同じものを用いた｡

【2】in vitro経皮吸収実験

wistar系雄性ラット(体重約 200g)をpentobarbital(40mgn'g7i.p.)で麻酔下､その腹部をバ

リカンで除毛し､さらに一群のラットに対しては､テープス トリッピング処理を 15回繰り

返すことによって角質層を除去した｡ラットを屠殺後除毛部位皮膚を掃出し､皮下脂肪を取

り除いた後､フロースルー型拡散セルに装着したD吸収促進剤を含むethBLnOl溶液 0.2mi で

ドナー側を 6hr前処理後､残存するethanolを留去し､0.018MBq放射標識体を含む ImM

の薬物水溶液 1mlを授与したQレセプター側は常に 12m抽rで生理食塩水を潅流し､レセ

プター流出液を45min毎に 12hrサンプリングしたOその他の方法に関しては､第Ⅲ章の

【3】に準じて行った｡

【3】in vivo経皮吸収実験

invivo経皮吸収実験は基本的に 【2】のinvitro吸収実験と対応した形で行ったowistar系

雄性ラット(体重約 200g)をufethane(lgn唱,i.p.)で麻酔下､その腹部をバ リカンで除毛し､

さらに一群のラットに対しては､テープストリッピング処理を 15回繰り返すことによって

角質層を除去した｡皮.膚表面をウェトペーパーで軽く拭いた後､円筒状のガラスセル (有効

表面積3.14cm2)をアロンアルファA(三共株式会社)を用いて除毛部位に固定し､吸収促進

剤の前処理を行ったoまた､6hrの前処理終了直前に第 l章の 【4】と同様の方法で勝朕カ

ニュレーションを施し､皮膚表面のethaJIOlを留去後､薬物水溶液 1mi を投与し､尿中排池

を測定したO

【4】データ解析

データ解析は､第 Ⅰ章の 【6】と同様の方法で行ったO
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