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市販ステロイド軟膏剤の混合製剤からのステロイド皮膚透過実験における

ヘアレスマウスとミニブタ摘出皮膚の評価
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Yucatan hairless micropig (YHMP) skin has been shown to have histologi and physiologic properties similar to hu-
man skin. To assess the relationship between the permeability of corticosteroid ointments and ˆve types of commonly
used admixtures of corticosteroid through hairless mice (HM) or YHMP skin and the clinical eŠects in humans, we con-
ducte by in vitro experiments using HM and YHMP skin. The permeability of corticosteroid in admixtures with urea or
heparinoid ointments across HM or YHMP skin was 1.54fold greater than that of corticosteroid ointments alone. HM
skin was found to have faster permeability than YHMP skin, but otherwise was similar to YHMP skin. These experi-
ments demonstrated a close relationship between the permeability of HM or YHMP skin and vasoconstrictor activity in
humans. These results suggest that the in vitro permeability of corticosteroid measurements across HM skin could be a
useful, rapid, and easy method for assessing the vasoconstrictor activity of topical corticosteroids and the admixtures of
commercially available ointments and/or creams in humans.

Key words―Yucatan hairless micropig; hairless mice; skin permeability; corticosteroids; vasoconstrictor activity; ad-
mixture

緒 言

皮膚科領域での薬物療法は，軟膏剤をはじめとし

た外用剤が中心となっている．これら外用剤は多剤

処方されることが多く，軟膏剤等を時間をずらして

あるいは重ねて塗布する方法ではコンプライアンス

が低下するために，併用される軟膏剤を混合・希釈

する処方が増加している．1)特に副腎皮質ホルモン

（ステロイド）の軟膏剤と他剤との混合は，アンケー

ト調査によると 83％の皮膚科医が行っていること

が報告されている．2)

我々はヘアレスマウス（HM）の皮膚を用いた拡

散セルの実験によって，ステロイドの軟膏と保湿剤

である尿素軟膏やヘパリノイド軟膏との混合は，ス

テロイドの濃度は希釈されるものの，皮膚透過性は

増大することを明らかにした．3)

皮膚透過試験には，種々の動物の皮膚が使用され

る．HM を始めとした小動物は皮膚が薄く，角層

の構造や機能も異なることから，一般に薬物の透過

がヒトよりも速く，吸収促進剤の効果が大きく現れ

ることが報告されている．4,5)ブタの皮膚透過定数は

HM やヘアレスラット及びヘアレスモルモットな

どと比較して，ヒトにより近いことが知られてお

り，多くの実験に使用されている．しかし毛穴の影

響等の問題があり，ある種の薬物では透過性がヒト
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Table 1. Products Lists of Permeation Tests

Products lngredient Base Lot. No. Manufactures

Corticosteroid preparations

Antebate ointments Betamethasone butyrate propionate O1) AYI16N Torii

Nerisona universal crames Di‰ucortolone valerate W/O2) 12431 Nihon Schering

Lidomex ointment Prednisolone valerate acetate O SK1W Kowa

Moisuturized creams
Keratinamin ointment Urea O/W3) D01A Kowa

Pastaronsoft Urea W/O BABN Sato

Hirudoidosoft Heparinoid W/O 19406 Maruho

1) O: ointment, 2) W/O: water in oil, 3) O/W: oil in water
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と異なることからブタにおいても生後間もないもの

や耳が使用されている．6―8)また最近では Yucatan

hairless micropig (YHMP）が体毛が少なく，ヒト

の皮膚に近く，いくつかの薬物でヒトの皮膚透過性

の予測に有用であることが報告されている．9)

本研究では，ステロイド混合製剤のヒトにおける

臨床効果を予測するために HMと YHMPの皮膚を

用い， in vitro でのステロイド皮膚透過性を測定

し，ヒトでの効果の指標である血管収縮反応との相

関性について検討をした．

方 法

試料 使用した軟膏剤の商品名，成分及び基剤

の種類及び乳化の型を Table 1に示す．これらの軟

膏及びクリームは，各製薬会社から購入して使用し

た．その他の試薬類はすべて試薬特級品を購入して

用いた．

混合製剤の選択 混合に用いるステロイドの軟

膏剤は当院において繁用されているアンテベート軟

膏（A），ネリゾナユニバーサルクリーム（NC）及

びリドメックス軟膏（L）を選択した．また，混合・

希釈する軟膏あるいはクリームは，処方せん調査及

び皮膚科学会総会のアンケート調査2)の結果におい

て，混合される頻度の高かったヘパリノイド製剤の

ヒルドイドソフト（HS），尿素軟膏のケラチナミン

軟膏（K）及びパスタロンソフト（PS）を選択した．

混合製剤の調製 混合製剤は撹拌擂潰機を用い

て 1：1で混合して調製した．10)すなわち，混合す

る軟膏剤各 50 gを撹拌擂潰機（石川工場，東京）

に同時に入れ，撹拌混合して全質均等として試験に

供した．混合製剤の調製は皮膚透過実験の直前に行

った．

皮膚透過実験

1) 透過実験用皮膚―HMの皮膚は 10週齢の雄

性 Hr-1系（星野動物，東京）の背部を実験直前に

摘出して用いた．YMHP の皮膚は雌の YMHP の

凍結保存したスキンセット（日本チャールス・リ

バー，横浜）の背部皮膚を用いた．皮膚試料を使用

する際は，あらかじめ室温で 1時間程度放置して解

凍した後，皮下の脂肪及び筋肉を切除して用いた．

2) 皮膚透過実験―皮膚透過実験は前報3)に従っ

て行った．すなわち，縦型拡散セル（有効面積 p

cm2）に HM あるいは YHMP の背部皮膚を装着

し，温度 37°Cで実験を行った．ドナー相には各混

合製剤 400 mgを塗布し，レシーバー相には 40％ポ

リエチレングリコール（PEG）400を 15 ml入れ，

500 rpmで撹拌した．サンプリングは HMの場合，

1 及び 2 日後にメンブランフィルター（0.45 mm）

を用いてレシーバー相から 200 ml 採取後，新たな

40％PEG を 200 ml 補充した．YHMP の場合は 12

時間，1, 2, 3, 4，及び 7日後に採取した．採取した

試料は測定まで－80°Cで保存した．試料中のステ

ロイド濃度は，試料に 100 mMリン酸緩衝液（pH

12.5）を 100 ml加え，40°Cで 30分間インキュベー

トして加水分解した後，高速液体クロマトグラフ

法3)により測定して求めた．

3) ヒトでの血管収縮能との関係―L単独と HS,

K 及び PS との混合製剤について，HM あるいは

YHMPの皮膚におけるステロイド透過性と前報で

検討したステロイド軟膏剤の混合製剤によるヒトで

の血管収縮による 2時間後の皮膚蒼白化10)の total

scoreとを比較した．
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Fig. 1. Permeation Proˆles of Corticosteroid Ointments,
Creams, and Admixture with Moisturized Creams through
Hairless Mouse Skin (n＝3)
○＝Lidmex ointment(L), □＝Antebate ointment(A), △＝Nerisona

universal cream(NC), ●＝L＋Hirudoidosoft, ■＝L＋Keratinamin oint-
ment,▲＝L＋Pastaronsoft,×＝A＋Hirudoidosoft,◇＝A＋Pastaronsoft,
◆＝NC＋Pastaronsoft.

Fig. 2. Permeation Proˆles of Corticosteroid Ointments,
Creams, and Admixture with Moisturized Creams through
Yucatan Hairless Micropig Skin (n＝3)
○＝Lidmex ointment(L), □＝Antebate ointment(A), △＝Nerisona

universal cream(NC), ●＝L＋Hirudoidosoft, ■＝L＋Keratinamin oint-
ment,▲＝L＋Pastaronsoft,×＝A＋Hirudoidosoft,◇＝A＋Pastaronsoft,
◆＝NC＋Pastaronsoft.
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結 果

皮膚透過実験 A, NC あるいは L 単独とそれ

ぞれとの混合製剤から HM の皮膚を通しての 1及

び 2 日後におけるステロイド透過量の時間推移を

Fig. 1に示す．HMではステロイド軟膏剤単独及び

混合製剤いずれも 1日目から検出された．透過量は

A, NC あるいは Lの各市販ステロイド軟膏剤で異

なり，2 日後ではそれぞれ 2.06±0.45, 3.12±0.25

及び 9.39±0.78 mg/p cm2 であった．Lは A や NC

と比べてステロイドの皮膚透過性が高いことが認め

られた．Aと HS及び PSとの混合製剤では A単独

と比べてほぼ同等の透過量を示し，2日後でそれぞ

れ 2.40±0.41及び 2.32±0.57 mg/p cm2であった．

NC と PSとの混合製剤では NC 単独と比べて約 2

倍高い透過量を示し，2日後で 6.74±0.27 mg/p cm2

であった．Lと HS, K及び PSとの混合製剤ではい

ずれも L単独と比べて 3―4倍高い透過量を示し，

2 日後でそれぞれ 26.81±1.80 mg/p cm2, 32.45±

2.57 及び 37.19±2.62 mg/p cm2 であった．ステロ

イド軟膏剤単独あるいは混合製剤からのステロイド

皮膚透過速度はそれぞれ異なるものの，塗布後 2日

間においていずれもほぼ一定であった．

A, NC あるいは L単独とそれぞれとの混合製剤

からの YHMPの皮膚を通しての 1, 2, 4，及び 7日

後におけるステロイド透過量の時間推移を Fig. 2

に示す．YHMPでは HMと比べてステロイドの皮

膚透過が遅く，NC及び Lでは 2日後から，Aでは

4 日後から検出され，透過量も HM と比べて少な

かった．YHMPにおいても Lのステロイド透過性

は A 及び NC と比べて高かった．7 日後における

透過量は A，NC あるいは L は，それぞれ 1.22±

0.39 mg/p cm2, 1.80±0.09及び 5.37±0.38 mg/p cm2

であった．一方，Lとの混合製剤では 2日後，A及

び NCとの混合製剤では 4日後から検出された．混

合製剤からの透過量は Aでは単独と比べてほぼ同

等であり，7日後では HS及び PSとの混合製剤は

それぞれ 1.42±0.37及び 1.37±0.28 mg/p cm2であ

った．NCでは単独と比べて 2倍高く，7日後では

PSとの混合製剤は 3.96±0.53 mg/p cm2であった．

Lでは単独と比べて 2～3倍高く，7日後では Lと

HS, K 及び PS との混合製剤はそれぞれ 11.70±

1.19 mg/p cm2, 14.22±1.00 及び 15.47±1.91 mg/p

cm2であった．ステロイド軟膏単独あるいは混合製

剤からのステロイド皮膚透過速度は塗布後 7日間に

おいて，いずれもほぼ一定であった．

HMと YHMPとの皮膚透過量の相関 HMと

YHMPのステロイド皮膚透過速度の関係を比較し

た結果を Fig. 3に示す．Fig. 3に示すように，HM

と YHMPのステロイド皮膚透過速度との間には良

好な相関関係（r＝0.995）が認められた．また，

HMのステロイド皮膚透過速度は YHMPの約 8倍
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Fig. 3. Correlation of Permeation Rate of Corticosteroid
Ointments, Creams, and Admixture with Moisturized
Creams through Skin between Hairless Mice (HM) and Yu-
catan Hairless Micropig (YHMP)

Fig. 4. Correlation between Total Score of Positive Blanch-
ing Phenomenon by Vasoconstrictor Activity11) and Permea-
bility of Corticosteroid through Hairless Mice (HM) or Yu-
catan Hairless Micro Pig (YHMP) skin
○＝HM, ●＝YHMP.
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であった．

HMと YHMPとの皮膚透過量とヒトでの血管収

縮反応の相関 ヒトにおける混合製剤 4時間貼付

し，除去後 2時間の血管収縮反応による皮膚蒼白化

現象の total score11) と HM と YHMPの in vitroで

のステロイド皮膚透過速度とを比較した．

Fig. 4に示すように，ヒトにおける血管収縮によ

る蒼白現象の total score と HM あるいは YHMP

のステロイド皮膚透過速度との間にはそれぞれ良好

な相関関係（それぞれ r＝0.947 及び r＝0.950）が

認められた．

考 察

皮膚科領域においてコンプライアンスの向上，混

合による効果の増強，及び副作用の軽減を目的とし

て，軟膏剤などを混合する処方が増加している．2)

しかし，実際に混合により効果や副作用がどのよう

に影響を受けるかはほとんど報告12)がなく，検討さ

れていない．ステロイドの軟膏剤では白色ワセリン

で数倍に希釈しても，血管収縮反応の低下はあまり

みられないことも報告13)されている．この一因とし

てステロイドの作用がレセプターを介した作用であ

り，作用の発揮には高濃度のステロイドを必要とし

ないこと14)が指摘されているが，十分には明らかに

はされていない．これらの混合後の経皮吸収につい

て検討するためには，ヒトの皮膚で評価することが

望ましいが，倫理上問題があるばかりでなく，混合

製剤のすべてについて評価するために必要なヒト皮

膚を入手することも困難である．

HM を始めとした小動物は皮膚が薄く，角層の

構造や機能も異なることから，一般に薬物の透過が

ヒトより速く，吸収促進剤の効果が大きく現れるこ

とが報告4,5)されている．これに対し，YHMPはヒ

トの皮膚に似た網目状の皮溝が見られ，体毛はヒト

の頭皮位とやや太いものの，体毛密度はヒトとほぼ

同等であり，ステロイド外用剤による皮膚萎縮等の

副作用もヒトと同様に認められることが報告15,16)さ

れている．今回の拡散セルを用いたステロイド軟膏

剤及びそれとの混合製剤からのステロイド皮膚透過

においても HMは透過が速く，YHMPと比較して

透過速度が約 8倍であり，藤井ら9)の非ステロイド

系消炎鎮痛薬の 3―7 倍と同様な結果となってい

る．しかし，Fig. 3に示すように HMと YHMPの

透過速度の間には良い相関関係（r＝0.998）が認め

られた．また，混合製剤による吸収促進効果も

HMと YHMPいずれも認められたものの，HMが

YHMP と比べてより大きく現れることはなかっ

た．吸収促進効果の評価については，ニコランジル

の皮膚透過においてブタ皮膚はヘアレスラットと比

較して各種促進剤の効果が低くヒトに近いことが報

告されている．17)その原因として，真皮層が厚く，

脂質量が影響していることが示唆されている．今回

検討した 3種類のステロイドと尿素軟膏あるいはヘ

パリノイド製剤では HMが YHMPと比べて促進効
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果が過大に現れることがなく，その原因としてステ

ロイドが脂溶性が高く，主に透過の機構が lipid

pathwayからであり，この透過は polar pathwayと

異なりラットにおいてもブタやヒトに近いことが考

えられた．

ステロイド外用剤と尿素軟膏やヘパリノイド製剤

との混合によりステロイド濃度は 1/2に希釈された

ものの，ステロイド透過量は HMと YHMPいずれ

も A との混合では単独と同等，NC 及び Lではそ

れぞれ 2及び 2―4倍となった．混合によるステロ

イドの透過が高まった原因として，尿素や乳化剤に

よる吸収促進効果が報告されており，特に尿素では

添加濃度に応じてステロイドの透過が高まることが

示されている．18)また混合後，遠心分離により乳化

を破壊し，水が分離すると透過が著しく低下するこ

とから，乳化状態や水が透過の促進に影響している

ことも考えられる．3)乳化状態の影響については尿

素を添加した場合では，皮膚透過性は w/o型の方

が o/w 型よりも優れていることも報告されてい

る．19)

一方，吉草酸ベタメタゾン20)やフルオシノロンア

セトニド21)を含有するステロイド軟膏剤において，

希釈しても血管収縮効果は低下せず，ステロイドの

基剤からの放出が促進されることが報告されてい

る．この原因として，希釈により種々の成分が加わ

ることにより皮膚に直接影響することなく，基剤中

の薬物の熱力学的活動度が増加すると考えられてい

る．21)今回の HMと YHMPにおける研究でもステ

ロイド透過速度は単独・混合製剤いずれも良く相関

していたことから，皮膚への影響ではなく基剤中の

薬物の熱力学的活動度が増加し，薬物の基剤からの

escaping tendency（逃散傾向）や fagacity（逸散能）

が高まったことが示唆された．

血管収縮によるヒトにおける蒼白化の total

score11) と HM あるいは YHMPの皮膚透過速度の

間には，いずれも良い相関関係が認められ，ヒトの

ステロイドによる血管収縮効果の予測に使用できる

ことがわかった．また，HM はヒトと比べて透過

性の低い YHMPよりステロイド透過速度が 8倍程

度大きく，飼育やコスト上の問題も少ないことか

ら，迅速で簡便な皮膚モデルとして有用であること

が示唆された．臨床においては多種の外用剤が異な

った比率で処方されることから膨大な組み合わせが

化学的根拠なしに混合されており，早急な評価が必

要である．そのため透過速度が速く，24時間で透

過実験が可能な HMは YHMPと比べて有用である

と考えられた．

このことから，ステロイド軟膏剤やその混合製剤

におけるヒトの臨床効果の評価は，HM 皮膚の拡

散セルによるステロイド皮膚透過性により予測可能

であることが示唆された．
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