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はじめに

医薬品において貼付剤や液剤をはじめとする

経皮吸収型の外用剤においては、皮膚から薬剤

が吸収されないと有効性が得られないことから、

経皮吸収性試験は、重要な評価項目の一つで

ある］、 2)。この評価方法としてよく使われる試験は、

人もしくは、人の皮膚に近い構造を持つ哺乳類

（主に、ラット、マウス、ブタ、サル等）を用いて、

皮膚から透過した薬剤の血中濃度や皮膚透過

誠を評価することで行われる叫

開発初期段階のスクリーニングでは、少ない薬

剤の量で、より短期間に結果が判明することが望

まれるが、人を用いた試験は、非常に高価であり、

また、倫理的な問題もあり、また、厚生労働省の

ガイドラインでも示される通り、専ら上記の動物を

用いた実験が行われているが、哺乳類を用いる

試験は、時間、費用もかかり、さらに、動物愛護

の面からも、代替法が望まれている。

このような背景をもとに本研究では、簡易に、安

価に且つ迅速に薬剤の経皮からの吸収性を確

認する評価方法としてヒトとの相同性が高い魚類

であるゼブラフィッシュを題材として、皮膚経由で

の薬剤投与の効果を測定するためのモデル（経

皮吸収モデル）の構築を目的として研究を行っ

た。 ゼブラフィッシュは魚類であるが、全ゲノム

配列ではヒトと 80%の相同性があり遺伝子数もヒト

とほぼ同じである。主要臓器・組織の発生・構造

もヒトと良く似ており、受精卵から分化して各臓器

が形成される過程が透明な体を通して観察でき

る。このような特徴から、ゼブラフィッシュは、主に

発生学の研究題材として使用されてきたが、近

年、ヒトとの遺伝子レベルおよび疾患表現型の相

同性が実証されてきたことから、マウス、ラットに

続く第三のモデル動物であると認知されており、

ゼブラフィッシュを利用したヒト疾患モデルが多

数形成され研究に用いられるようになっている。

試験材料及び方法

1)ゼブラフィッシュ経皮吸収性モデルの構築

ゼブラフィッシュは魚類であり水中で薬剤に暴

露する必要があるが、頭部には口、エラがあり、

これらの部分を介して、体内に薬剤が吸収される

可能性がある。また、皮膚表面には人間の耳に

相当する有毛細胞につながる微細な穴が数多く

開いており、その部分を通した薬剤吸収の可能

性が考えられた。このため、本研究では、毛細血

管が綿密に張り巡らされている尾部のみを特異
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的に薬剤暴露する方法を考案し、その性能を確

認した。具体的な方法は以下の通り。

0材料：試験を行ったゼブラフィッシュには 3カ

月齢ABstrain(091103生まれ）のメスを使用した。

0手順

1. ゼブラフィッシュに麻酔を施すため

0.168mg/ml Tricaine溶液に個体を浸した。

2. 麻酔を施したゼブラフィッシュを、 0.5m!PCR

チューブの下部を切断したものを括らせ、頭

部と鯉を穴から出した後、チューブの中に溶

融したAgaroseを注入し、尾部のみがPCRチ

ューブ内に入るようにした。その後、尾部のみ

が入っているPCRチューブ内に、 lmM濃度、

5mM、lOmMの DASPEI(蛍光試薬）溶液をそ

れぞれ 100μ1を注入し、蓋をした(Fig.l写真

右を参照）。

3. このようにゼブラフィッシュ尾部のみをPCR中

部内で DASPEI(蛍光試薬）溶液に暴露した

状態で、ゼブラフィッシュをチューブ立てに挿

し、頭部を薄めたTricaine水(0.06mg/ml)中に

沈めることで呼吸を確保し、3時間曝露した

(Fig.l中央参照）。

4. 暴露後、 Agarose固定を解除し、 PCRチュー

ブから取り出したゼブラフィッシュを、飼育水

を流水循環した飼育槽の中で泳がせることで

30分間洗浄した。

5. ゼブラフィッシュを再び麻酔し、蛍光顕微鏡

で観察した。

6. 蛍光顕微鏡下で観察を行った後、ゼブラフィ

ッシュ個体から全身の血液を採取し、

3,000rpmで遠心した。上澄み部分の血漿を

50倍希釈し、 Varioskanで吸光度を測定する

ことで血中への DASPEIの移行の有無を確認

した。

DASPEI曝露中 3h曝露後

Fig.Iゼブラフィッシュの尾部からの経皮吸収方

法の検討

2)ゼブラフィッシュ経皮吸収モデルの評価

前項1)で構築したゼブラフィッシュ経皮吸収モ

デルに対して、ヒトでの経皮吸収型の薬剤である

フェルビナクと、ヒトでは皮膚を介した血中への

移行が認められていないグリチルレチン酸を投

与することで、これらの薬剤の経皮吸収の有無を

確認した。

0被検薬剤：

フェルビナク (C14H1202:212.24g/mol) 4l 

グリチルレチン酸(C30H12仇：4 70.68g/mol) 5l 

0材料：4カ月齢のゼブラフィッシュ RoseStrain 

のメスを使用した。

0手順

前項1)で構築した試験方法を用いて、各薬剤の

投与濃度を lmM、5mM、lOmMとし、暴露時間は

3時間とした。

0分析方法：

各薬剤に暴露させたゼブラフィッシュの血液を採

取し、 HPLC法で有効成分の血中濃度を測定し

た。

3)ゼブラフィッシュ経皮吸収モデルを用いたパッ

プ剤の評価

ダイヤ製薬株式会社が開発している貼付剤技

術を確認するために、尾部への薬剤投与を目的

に調製したパップ剤に、前項1)に改良を加える

ことで試験個体を暴露し、パップ剤による経皮吸

収に対する能力を確認した。ゼブラフィッシュは4

カ月齢の RoseStrainのメスを使用した。
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結果

1)ゼブラフィッシュ経皮吸収性モデルの構築

3時間の暴露後に、 30分間、十分に洗浄を行

った各ゼブラフィッシュ個体を蛍光顕微鏡下で観

察し、結果を Fig.2に示した。

lmM SmM lOmM 

頭部

尾部

Fig.2 3時間暴露後の各ゼブラフィッシュの蛍光

顕微鏡観察結果

この結果、各個体の尾部のみが蛍光を発して

いることが分かり、頭部への蛍光物質 (DASPEI)

の流出（漏れ）がなかったことが確認できた。この

ため、尾部の表面からの蛍光物質 (DASPEI)の

血中への移行を確認するための実験系が十分

に確立できていることが確認できた。また、血中

におけるDASPEI濃度を算出するためにDASPEI

の吸収ヒ°ークである OD450との相対値を求める

ための検量線を作成した(Fig.3)。

椋

F 誓嘉，；,.-/ 

れる DASPEI濃度を 0D450の値から算出し、

Fig.4に結果を示した。
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Fig.4 3時間暴露後の各ゼブラフィッシュの血中

から検出された DASPEI濃度

この結果、微量であり、濃度応答は確認できな

かったが、明らかに血中に DASPEIが血中に移

行していることが確認され、本方法が「経皮吸収

モデル」として利用できる可能性が示唆された。

2)ゼブラフィッシュ経皮吸収モデルの評価

前項1)で確立したゼブラフィッシュ経皮吸収

モデルを、ヒトでの経皮吸収型薬剤であるフェル

ビナクと、ヒトでは皮膚を介した血中移行が認め

られないグリチルレチン酸に暴露したところ、グリ

チルレチン酸では暴露した lmM、5mM、lOmM

のいずれの条件下でも血中からはグリチルレチ

ン酸が検出されなかった。これに対してフェルビ

ナクでは、各血漿中からフェルビナクが濃度応答

に検出されることが確認できた。 (Fig5)
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0.1 

0D450 

0.15 0.2 

Fig.3 DASPEIとOD450との相関

検量線を基に、各濃度の DASPEI溶液に暴露

したゼブラフィッシュから採取した血清中に含ま
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Fig.5 3時間暴露後の各ゼブラフィッシュの血中

から検出されたフェルビナク濃度

3)ゼブラフィッシュ経皮吸収モデルを用いたパッ

プ剤の評価

ダイヤ製薬株式会社が開発している貼付剤技

術を用いることでフェルビナクを含有させたハッ

プ剤を、ゼブラフィッシュ経皮吸収モデルに適用

したところ、 3時間暴露後に採取した血漿中から

158. 79ppbフェルビナクが検出された。

結論

本研究では、ヒトとの相同性が高い魚類である

ゼブラフィッシュを題材として、皮膚経由での薬

剤投与の効果を測定するためのモデル（経皮吸

収モデル）の構築を目的として研究を行った。さ

らに、ヒトで用いられている薬剤を用いて、ゼブラ

フィッシュ経皮吸収モデルの性能確認を行った。

この結果、ゼブラフィッシュの尾部だけを薬剤

溶液に特異的に暴露する経皮吸収の評価法を

開発し、本法によって尾部の毛細血管から、薬

剤が吸収され血中に移動することが確認できた。

以上から、ゼブラフィッシュを題材とすることで、

皮膚経由での薬剤投与の効果を測定するため

のモデル（経皮吸収モデル）が構築できることを

示した。

さらに、ヒトで利用されている経皮吸収型の薬

剤と、経皮吸収されない薬剤を本ゼブラフィッシ

ュ経皮吸収モデルに経皮投与することを試みた

ところ、ヒトで利用されている経皮吸収型の薬剤

のみが血中に移行することが確認され、ゼブラフ

ィッシュを用いることがヒトでの現象を再現できそ

うであることが示唆された。

また、ダイヤ製薬株式会社が開発している貼付

剤技術を確認するために、フェルビナクを含有さ

せたパップ剤を尾部に暴露したところ、フェルビ

ナクが良好にゼブラフィッシュ経皮吸収モデルに

吸収され血中に移行したことから、薬剤を用いた

製剤についても、薬剤の経皮吸収性評価試験が

実施可能であることが確認された。
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