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略語一覧 

ANOVA  分散分析（Analysis of variance）  

AUC 時間曲線下面積（Area Under the Curve） 

Bulk 原末（Bulk Powder） 

COX シクロオキシゲナーゼ（Cyclooxygenase） 

DEX デキサメタゾン（Dexamethasone） 

DIC ジクロフェナクナトリウム（Diclofenac Sodium） 

ED50   50%効果濃度（Half maximal （50%） Effective Dose） 

HPLC   高速液体クロマトグラフィ（High Performance Liquid Chromatography） 

IκB κB 阻害因子（inhibitor of kappa B） 

IL  インターロイキン（Interleukin） 

IMC  インドメタシン（Indomethacin）  

INF-γ インターフェロン-γ（Interferon-gamma） 

iNOS 誘導型一酸化窒素合成酵素（Inducible Nitric oxide synthase） 

KET ケトプロフェン（Ketoprofen） 

LPS  リポ多唐（Lipopolysaccharide） 

Nano ナノ粒子（Nanoparticles） 

NF-κB 核内因子κB （Nuclear factor-kappa B） 

NO  一酸化窒素（Nitric Oxide） 

NSAIDs 非ステロイド性消炎鎮痛薬（Non-steroidal anti-inflammatory drugs） 

PGE2 プロスタグランジン E2（Prostagrandin E2） 

PXC  ピロキシカム（Piroxicam） 

TNF-α  腫瘍壊死因子-α（Tumor necrosis factor-alpha） 
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緒 論 

 

皮膚に適用する医薬品には、皮膚局所に作用する局所作用型外用剤と全身循環系に

移行して作用を発揮する経皮吸収型製剤がある。これらの剤形としては、ローション

などの液剤、軟膏、クリーム、ゲルなどの半固形製剤、パップやテープなどの貼付型

製剤が 1, 2）ある。中でも、局所作用型外用剤は、局所における炎症性疾患、皮膚疾患治

療に使用されている。これらの製剤を用いる利点としては、投与の簡便さ、患部への

薬剤の送達などがあげられる 3, 4）。しかし、ほとんどの薬物の皮膚透過性は皮膚最外層

にある角質層の高い透過バリア能に大きく依存することが知られている 5-7）。皮膚は、

ヒトにとって最大の組織である。この組織に医薬品が適応される。化学物質が皮膚に

適応されると、有効成分の一部が皮膚バリアを介して皮内に移行し、局所作用型外用

剤は、患部に到達する。一方、皮膚は、化学物質や細菌など様々な物質を体内に侵入

させないためのバリア機能も有している 6, 7）。そのため、皮膚を介する物質の透過性は、

他の組織に比べて極めて低い。皮膚は、角質層を含む表皮、真皮および皮下組織から

構成され、汗腺などの付属器官が表皮から真皮を貫通している（Figure 1）。薬物の皮膚

透過性を増加させる方法として、イオントフォレシス 8）、マイクロニードル 9）などの

物理的手法や、吸収促進剤 10）の併用やナノ 11, 12）などの輸送単体の利用などの化学的

手法が確立されてきている。 
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ナノ粒子は、皮膚適用することで薬物の皮膚透過を高めることが報告 13）され、ナノ

粒子を用いた局所薬物送達システムは、臨床応用が拡大される可能性 12, 14-16）がある。

しかしながら、ナノ粒子を用いる場合、粒子サイズの差異によっては、取り込みや付

着および皮内での分解に影響を及ぼす 17）。 

皮膚局所における薬理効果は対象薬物の皮膚透過性や皮膚中濃度と密接に関係して

いる。そのため、皮膚透過パラメータである薬物の外用基剤から皮膚への分配と皮膚

中での拡散が重要となる 18-20）。これら透過パラメータに影響を及ぼす要因として、薬

物の外用基剤中の薬物の分散性が考えられる 19、20）。 
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る。皮下組織は多量の脂肪を含んだ組織で、血管・神経・汗腺などを保護

が経皮吸収される経路には、経表皮経路には角質細胞間隙を経由する「細胞間経路

（Transappendage
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が経皮吸収される経路には、経表皮経路には角質細胞間隙を経由する「細胞間経路

Transappendage pathway
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Skin structure and skin permeation pathway

皮膚は、大きく分けて 3 層構造になっており、一番上の層が「表皮」、その下が「真皮」、

最下層が「皮下組織」となっている
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。皮下組織は多量の脂肪を含んだ組織で、血管・神経・汗腺などを保護

が経皮吸収される経路には、経表皮経路には角質細胞間隙を経由する「細胞間経路

pathway）」と角質細胞内を経由する「細胞内経路

つがある。 
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kin permeation pathway
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局所作用型外用剤に用いられる基剤としては、油脂性基剤、乳剤性基剤、水溶性基

剤があり、基剤からの薬物の放出性や皮膚透過性などに関する研究がある 21-25）。しか

し基剤中における薬物の分散および分散された薬物の基剤から皮膚への分配に及ぼす

微粒子化の影響に関する詳細な研究は少なく、不明な点が多い。 

一方、非ステロイド性消炎鎮痛剤（Non-steroidal anti-inflammatory drugs、NSAIDs）は、

優れた抗炎症作用と鎮痛作用を有しており、慢性関節リウマチ等の炎症性疾患、腰痛

や関節痛の運動器慢性疼痛、術後の鎮痛を目的に局所作用型外用剤として幅広く使用

されている。そこで、ナノ粒子化された NSAIDs の局所炎症作用型外用剤の開発は、

NSADsの皮膚への直接的な薬物送達が可能になると考えた。 

本研究では、NSAIDsを微粒子化し、局所作用型外用剤を作製し、NSAIDsナノ製剤

の皮膚透過性に対する影響、in vivo および in vitro における抗炎症作用について検討し

た。 

第一章では、微粒子化 NSAIDsの作製について検討した。第二章では、RAW264.7細胞

におけるリポポリサッカライド（LPS）誘発炎症のサイトカインおよび NO産生に及ぼ

す NSAIDsの粒子径の影響について検討した。第三章では NSAIDsの局所作用型外用剤

を作製し、皮膚中への分配・拡散について皮膚中濃度を測定することにより評価した。

皮膚透過性は表皮、真皮、皮下組織を通過する必要があるため、本研究で用いた皮膚

組織の皮下組織までを透過した NSAIDs の濃度を皮膚透過量として評価した。また、
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動物実験モデルを用いた抗炎症作用に及ぼす粒子径の影響について検討した。 
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第一章 微粒子化 NSAIDsの作製 

 

第一節 序論 

 

ナノテクノロジーは、ナノメートルサイズで物質の構造・配列を制御することで新

機能や優れた特性を持つ物質を作り出す技術とされ、その技術開発が活発に進められ

ている 26）。現在、ナノテクノロジーを利用して様々なナノマテリアルが製造され、医

薬品、食品、化粧品、化成品など、様々な分野の商品が販売されている。ナノマテリ

アルとは少なくとも一次元の長さが約 1～100 nm のナノ物質またはナノスケールの内

部構造を有する凝集体・塊を指し 27, 28）。ウイルス 29）、アレルゲン 30）および微粒子 31）

が含まれる。ナノ粒子は薬物送達だけでなく、イメージング 32）や診断 33）・インプラン

ト 34）による治療にも応用されている。 

ナノ粒子化の方法 35-37）には、 水分存在下で粉砕を行う湿式法（Figure 2）と水を用

いず混合粉末をそのまま粉砕する乾式法（Figure 2）がある。湿式法は薬物懸濁液（薬

物、水、添加剤など）を粉砕装置で処理することによりナノ粒子を調製する。一方、

乾式法は、水や溶媒を使用せずボールミルやロッドミルを用いてナノ粒子を調製する

方法である。これらの方法は、粉砕量が多量に必要であり、多工程を経たうえに粉砕

時間も長時間かかり、また粉砕時における試料の混入が問題となっている。そこで、
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本研究においては、これらの問題を解決できる自転・公転ナノ粉砕機 NP-100（株式会

社シンキ―）を用いて、微粉化を行った。なお、自転・公転ナノ粉砕機は、衝突エネ

ルギーを最大にするよう自転・公転比率を最適化にした粉砕専用機であり、自転・公

転時に発生する強力な遠心力により、容器内に入れた粉砕メディア（ジルコニアボー

ル）に加速度を与え、材料の粉砕を行う 38）（Figure 3）。この方法は、粉砕効率を大幅

に向上させることで、微量粉砕、微小粉砕、粒子径のばらつきを少なくでき、短時間

で粉砕が可能である。加えて冷却することで試料の混入を抑え、有機溶媒を使用せず

に粉砕が可能となった。 

本章では、局所作用型外用剤として臨床で汎用される NSAIDs を用いて、自転・公

転ナノ粉砕機を用いて、NSAIDsを微粒子化の検討を行った。 
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Figure 2   Nanoparticle

ナノ粒子の製法は、目的や材料に合わせて

と金属原子を生成させて作る化学法

てさらに区別され、液相の場合は湿式法、気相の場合は乾式法とされる

Nanoparticle preparat

ナノ粒子の製法は、目的や材料に合わせて

と金属原子を生成させて作る化学法

てさらに区別され、液相の場合は湿式法、気相の場合は乾式法とされる

preparation method (conventional method)

ナノ粒子の製法は、目的や材料に合わせて

と金属原子を生成させて作る化学法

てさらに区別され、液相の場合は湿式法、気相の場合は乾式法とされる

 

9 

method (conventional method)

ナノ粒子の製法は、目的や材料に合わせて複数

と金属原子を生成させて作る化学法(凝集法)とに分けられ、化学法は反応させる場によっ

てさらに区別され、液相の場合は湿式法、気相の場合は乾式法とされる

 

Excerpt from 

method (conventional method)

複数の方法が開発されている。物理法

とに分けられ、化学法は反応させる場によっ

てさらに区別され、液相の場合は湿式法、気相の場合は乾式法とされる

from https://www.ashizawa.com/guidance/01.html
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Figure 3  Principle of equipment used for preparation of nanoparticles

自転・公転方式とは、容器が静止軸を中心とし、ある半径をもって時計方向に公転しなが

ら、その軌道上で容器自体が反時計方向に自転する機構

摩耗性に優れたジルコニア製の粉砕メディアを入れ、高速で自転・公転をす

メディアに遠心力が与

ネルギーにより材料が微細化さ

Principle of equipment used for preparation of nanoparticles
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ら、その軌道上で容器自体が反時計方向に自転する機構

摩耗性に優れたジルコニア製の粉砕メディアを入れ、高速で自転・公転をす

メディアに遠心力が与えられ、

ネルギーにより材料が微細化さ

Excerpt from 
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自転・公転方式とは、容器が静止軸を中心とし、ある半径をもって時計方向に公転しなが

ら、その軌道上で容器自体が反時計方向に自転する機構

摩耗性に優れたジルコニア製の粉砕メディアを入れ、高速で自転・公転をす

えられ、遠心力を持った粉砕メディアが材料に衝突し、その衝突エ

ネルギーにより材料が微細化される
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xcerpt from https://saas2.startialab.com/acti_books/1045178448/11696/print.pdf

Principle of equipment used for preparation of nanoparticles

自転・公転方式とは、容器が静止軸を中心とし、ある半径をもって時計方向に公転しなが

ら、その軌道上で容器自体が反時計方向に自転する機構

摩耗性に優れたジルコニア製の粉砕メディアを入れ、高速で自転・公転をす

遠心力を持った粉砕メディアが材料に衝突し、その衝突エ

れる。 
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第二節 微粒子化 NSAIDsの粒子径の測定 

 

自転・公転ナノ粉砕機（NP-100） を用いた微粒子化は、Figure 4の作製手順通りに

行った。インドメタシン（IMC）、ケトプロフェン（KET）、ピロキシカム（PXC）は、

微粒子化に成功した。しかし、ジクロフェナクナトリウム（DIC）は、懸濁溶媒に溶解

し微粒子化ができなかった。微粒子化された NSAIDsの粒子径を Table 1に、粒度分布

を Figure 5に示した。NSAIDs原末（以下、bulk）の平均粒子径は、IMCbulk、KETbulk、

PXCbulk でそれぞれ 17.5±11.4、16.2±10.3、18.0±9.9μm であった。ナノ粒子（以下、

nano）の平均粒子径は、IMCnano、KETnano、PXCnanoは、0.072±0.025、0.068±0.017、0.075

±0.023μm となり、粒子径は有意に小さくなった。そのサイズは、ナノ化合物と言わ

れている 1～100 nmの範囲内にあり、安定した粒子径のナノ粒子を得ることができた。

Table 1に粉砕後のナノ粒子の安定性を示す。粉砕後14日目に再度粒子径を測定したが、

粉砕直後と比較して変化はなかった。 

また、Figure 6に微粒子化した NSAIDsの電子顕微鏡像を示す。電子顕微鏡像では、

原末は形も大きさも不揃いであったが、微粒子化することにより、形、大きさともに

そろっていた。 
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excerpt from https://saas2.startialab.com/acti_books/1045178448/11696/print.pdf
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Table 1  Changes in NSAIDs particle size in formulations of particle dispersions  

containing NSAIDs, 14 d after treatment 

 

 
Particle Size (μm) 

 
Immediately  14d after 

Material Bulk  Nano  Bulk  Nano 

IMC 17.5 ± 11.4 0.072 ± 0.025*  17.9 ± 12.8 0.078 ± 0.024* 

KET 16.2 ± 10.3 0.068 ± 0.017* 
 

16.6 ± 11.5 0.074 ± 0.035* 

PXC 18.0 ± 9.9 0.075 ± 0.023* 
 

18.5 ± 10.2 0.081 ± 0.026* 

DIC ND ND  ND ND 

Results are expressed as mean ± SE. ND：None Data  (n=3)  

Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested 

using an unpaired Student's t-test. *p<0.01 compared with the corresponding NSAIDsbulk group. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure

 

Figure 5  Particle size distribution and frequency 

a)Particle size distribution and frequency for Indomethacin particles, b) Ketprofen particles and 

c) Piroxicam particles.

Particle size distribution and frequency 

a)Particle size distribution and frequency for Indomethacin particles, b) Ketprofen particles and 

c) Piroxicam particles.(n=3)

Particle size distribution and frequency 

a)Particle size distribution and frequency for Indomethacin particles, b) Ketprofen particles and 

(n=3)    ‥‥‥‥

 

14 

Particle size distribution and frequency 

a)Particle size distribution and frequency for Indomethacin particles, b) Ketprofen particles and 

‥‥‥‥ is NSAID

 

Particle size distribution and frequency in NSAIDs

a)Particle size distribution and frequency for Indomethacin particles, b) Ketprofen particles and 

is NSAIDsbulk, ―――

 particles. 

a)Particle size distribution and frequency for Indomethacin particles, b) Ketprofen particles and 

――― is NSAID

 

a)Particle size distribution and frequency for Indomethacin particles, b) Ketprofen particles and 

 is NSAIDsnano.   

a)Particle size distribution and frequency for Indomethacin particles, b) Ketprofen particles and  



 

 

Figure

 

 

 

 

Figure 6  Electron Microscopic Images of NSAIDs

a)Electron Microscopic Images for Indomethacin , b) Electron Microscopic Images for Ketprofen

Electron Microscopic Images of NSAIDs

Microscopic Images for Indomethacin , b) Electron Microscopic Images for Ketprofen

Electron Microscopic Images of NSAIDs

Microscopic Images for Indomethacin , b) Electron Microscopic Images for Ketprofen
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Electron Microscopic Images of NSAIDs

Microscopic Images for Indomethacin , b) Electron Microscopic Images for Ketprofen

 

Electron Microscopic Images of NSAIDs 

Microscopic Images for Indomethacin , b) Electron Microscopic Images for KetprofenMicroscopic Images for Indomethacin , b) Electron Microscopic Images for KetprofenMicroscopic Images for Indomethacin , b) Electron Microscopic Images for KetprofenMicroscopic Images for Indomethacin , b) Electron Microscopic Images for Ketprofen 
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第三節 小 括 

 

本章では、局所作用型外用剤として臨床で汎用される IMC、KET、PXC、DIC を用

いた。使用した 4 剤の NSAIDsのうち DIC は、粉砕のために使用した水溶性ポリマー

溶液に溶解した。DIC は、他の 3 剤に比べ化学的性質として水に対する溶解度が高か

ったためと考えられる。IMC、KET、PXCの 3 剤については Table  1に示した通り、

68～75nmの粒子となり、ナノ粒子を作製することに成功した。ナノ粒子はコロイド分

散系に属し、長期間水中で分散状態を維持していくことは、熱力学的に不安定である

ため非常に困難であり、凝集・沈降が生じる欠点を持つ。そのため、ナノ粒子調製後

14日目の安定性を確認した。作製したナノ粒子は、調製後 14日目においても沈殿は観

察されず、粒子径も作製時と差は認められなかった（Table 1）。また、安定した粒子径

は Figure 5、6からも確認され、安定した粒子径のナノ粒子を得ることができた。 
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第二章 マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 細胞

におけるリポポリサッカライド（LPS）誘発炎症のサイト

カインおよび NO産生に及ぼす NSAIDsの粒子径の影響 

 

第一節 序論 

 

炎症反応は、生体に異物の浸入、感染、外傷などの際に起こる生体防御反応である

39, 40）。炎症反応による痛みは生体にとっての危険信号を知らせる必要不可欠なものの

１つではあるが、過剰に発現した場合は生体組織の損傷や機能低下など人体にとって

悪影響を及ぼすため、抗炎症薬などによる治療が必要となってくる 8）。炎症時にはマク

ロファージから種々のサイトカインが産生され、炎症反応が進行する。炎症惹起後放

出されるケミカルメディエーター、炎症性サイトカインは痛みや浮腫、発赤や発熱を

引き起こす。炎症時にはインターロイキン(IL)、腫瘍壊死因子（TNF-α）、インターフ

ェロン-γ（INF-γ）などにより、誘導型 NO 合成酵素（inducible nitric oxide synthase: iNOs）

の発現が誘導され、炎症反応を促進させる 41-43）。過剰に生成した NO は、スーパーオ

キサイドと反応して DNA 障害性を有するペルオキシ亜硝酸を産生し、細胞や組織に障

害を与え、炎症症状を増悪する。炎症を抑制するために、NSAIDsは、臨床で汎用され

ている。NSAIDsは、アラキドン酸からエイコサノイドへの変換において重要な役割を
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果たすシクロオキシゲナーゼ（COX -1および COX-2）を阻害 44, 45）することで抗炎症

作用を発揮する。  

本章では、炎症性メディエーターの産生誘導因子としてグラム陰性菌の外膜構成成

分であるリポポリサッカライド（LPS）を用いた。LPS はマウス由来マクロファージ

様細胞である RAW264.7 細胞の LPS受容体に結合すると、様々な経路を経て I kappa B

キナーゼα（IκKα）および IκKβ が活性化され、NF-κB に結合していた IκB が

リン酸化される 46）。リン酸化された IκB は NF-κB から離れ分解されるため、NF-

κB は活性化し核内へ移行する 47）。核内に移行した NF-κB は iNOS、IL、COX-2、

TNF-α などをコードする遺伝子の発現が促進されることにより、NO、PGE2、TNF-

α などが産生 46-48）する（Figure 7）。そこで、LPS 刺激を行った RAW264.7 細胞の培

養上清を用いて NO、PGE2、TNF-α などのサイトカインを測定し、炎症反応に及ぼす

NSAIDsの粒子径の影響の検討を行った。また併せて RAW264.7細胞の生存率に対する

NSAIDsの粒子径の及ぼす影響について検討を行った。 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure

 

 

 

Figure 7  Cytokine production pathway by LPS stimulation in macrophages
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第二節 NSAIDsナノ粒子の RAW264.7細胞生存率に与える影響 

 

RAW264.7細胞における NSAIDs粒子径の影響を Table 2に示す。MTT 試験の結果、

NSAIDs 添加群は、原末群、ナノ粒子群ともに、コントロール群と比較して 10、20μ

g/ mLにおいて有意な細胞生存率の低下は認められなかった。また、コントロール群と

比較して NSAIDs添加投与群は、50、100μg/ mLにおいてナノ粒子群は、有意な細胞

生存率の低下を認めた。同濃度の NSAIDs においてナノ粒子群、原末群を比較すると

10、20μg/ mLでは、細胞生存率に差は認められず、抗炎症作用の検討は、生存率にお

いて差が認められなかった 20μg/ mLを用いて行うこととした。 
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Table 2  Cell viability of RAW cells after incubation with different NSAIDs 

Each value is expressed as mean ± SE (n = 3). *: Statistically significant differences were seen 

when compared to the control (non-treated group) (p< 0.05). #: There were statistically significant 

differences when compared with the 20 μg/mL group (p< 0.05). 

 

  Concentration 

(μg/mL) 

Cell viability 

(%) 

Control 
   

100.0 
 

IMC 

Bulk  

10  

20  

50  

100  

110.0 

102.2 

97.9 

87.7 

± 

± 

± 

± 

1.9  

2.3  

2.7  

2.0 
*,#

  

Nano  

10  

20  

50  

100  

102.9 

98.3 

89.7 

79.7 

± 

± 

± 

± 

1.5  

1.3   

1.1 
*,#

   

0.6 
*,#

  

KET 

Bulk  

10  

20  

50  

100  

105.1 

99.7 

94.7 

87.2 

± 

± 

± 

± 

0.3  

2.3  

2.1 
*
 

0.2 
*,#

   

Nano  

10  

20  

50  

100  

102.4 

95.7 

82.9 

77.8 

± 

± 

± 

± 

2.0  

3.1  

1.0 
*,#

   

1.4 
*,#

   

PXC 

Bulk  

10  

20  

50  

100  

102.1 

98.5 

94.5 

86.1 

± 

± 

± 

± 

0.5  

2.1  

3.2 
*,#

   

0.7 
*,#

   

Nano 

10  

20  

50  

100  

98.3 

94.2 

85.6 

69.2 

± 

± 

± 

± 

3.6  

3.0  

1.3 
*,#

   

1.6 
*,#
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第三節 RAW264.7細胞の LPS惹起炎症に対する NSAIDs粒子径の影響 

 

LPSにより炎症を誘導された RAW 264.7細胞における炎症性サイトカインに対する

NSAIDsの粒子径の影響について検討した。NO 産生抑制試験において IMC 添加群は、

コントロール群と比較して有意な NO産生抑制作用が認められた(Figure 8-a)。また、原

末群に比べナノ粒子群は、有意な NO産生抑制作用を示した(Figure 8-a)。IL-6 産生抑制

試験において IMC 添加群は、コントロール群と比較して有意な IL-6 産生抑制作用が認

められた(Figure 8-b)。原末群に比べナノ粒子群は、有意な IL-6 産生抑制作用を示した

(Figure 8-b)、TNF-α産生抑制試験において IMC 添加群は、コントロール群と比較して

有意な TNF-α産生抑制作用が認められた(Figure 8-c)。また、原末群に比べナノ粒子群

は、有意な TNF-α産生抑制作用を示した(Figure 8-c)。PGE2産生抑制試験において IMC

添加群は、コントロール群と比較して有意な PGE2 産生抑制作用が認められた(Figure 

8-d)。また、原末群に比べナノ粒子群は、有意な PGE2産生抑制作用を示した(Figure 8-d)。

これら炎症性サイトカイン産生に及ぼす影響は KET(Figure 9)、PXC（Figure 10）にお

いても同様の結果が得られた。 
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第四節 小 括  

 

LPS などの刺激により炎症を惹起されたマクロファージでは、NO、IL-6、TNF-α、

PGE2 などの様々な炎症性サイトカインが産生される。本章では、NSAIDs ナノ粒子の

粒子径の差異が抗炎症作用に及ぼす影響についてマウスマクロファージ細胞株

RAW264.7細胞を用いて検討を行った。 

NSAIDsは、RAW 264.7細胞に対し、原末群、ナノ粒子群ともに、コントロール群と

比較して 10、20μg/ mLにおいて有意な細胞生存率の低下は認められなかった。また、

コントロール群と比較して NSAIDs添加群は、50、100μg/ mLにおいてナノ粒子群は、

有意な細胞生存率の低下を認めた。高濃度の NSAIDs ナノ粒子は、マクロファージ細

胞内に多く取り込まれ細胞障害を引き起こし、生存率を低下させたと考えられる。そ

の機序としては、マクロファージにおいて細胞表面に発現しているマクロファージ受

容体（macrophage receptor with collagenous structure）が様々な粒子の貪食に関与してい

ることが報告 49）され、ナノ粒子が細胞へ結合し、NSAIDs の取り込みが増加したもの

と考えられる。また、ナノ粒子は細胞への透過性を増大させることが知られている 43,50）。

さらに、細胞内においてナノ粒子はミトコンドリアに集積しやすいため、活性酸素の

発生や抗酸化力の低下が、細胞障害を引き起こす 51-54）とされている。これらのことか

ら原末群に比べナノ粒子群は、RAW264.7細胞内への取り込みが増大し、細胞障害を引
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き起こし、細胞生存率を低下させたと考えられる（Table 2）。そこで、抗炎症作用の

検討は、細胞生存率において差が認められず、細胞障害も認められなかった 20μg/ mL

を用いて行うこととした。  

RAW264.7細胞の LPS惹起炎症に対する抗炎症作用では、IMC、KET、PXC ともに

コントロール群に比べ NSAIDs添加群が、炎症性サイトカインである NO、IL-6、TNF-

α、PGE2の有意な産生抑制効果を示した。また、原末群に比べナノ粒子群は、NO、IL-6、

TNF-α、PGE2 の有意な産生抑制効果が認められた（Figure 8、9、10）。ナノ粒子は、

原末に比べて炎症性サイトカインの産生を抑制することにより強力な抗炎症作用が、

期待できると考えられる。LPSにより誘導される炎症では、前述したように NF-κB の

核内移行を通じて iNOS、COXなどをコードする遺伝子の発現が促進する 55, 56）ことに

より NO、IL-6、TNF-α、PGE2 などの炎症性サイトカインが産生される。生体内で生

成された NOは、血管弛緩、神経伝達、感染・炎症反応の制御など多彩な生理活性 57-59）

を示す。一方で NO は DNA 損傷などの発がん 60）への関与が報告され細胞障害の一因

ともいわれている 61）。その他、炎症性サイトカインは、炎症部位において、好中球や

血管内皮細胞を活性化し、活性酸素などによる細胞障害を引き起こす。本章で用いた、

NSAIDsナノ粒子は、原末より炎症性サイトカインの産生を抑制することにより、強い

抗炎症作用を発現した。薬物キャリアがナノサイズ化されると生体との相互作用が発

現 62）し、ミクロンオーダーでは現れなかった粒子径依存性の機能が発現する 63, 64）こ
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とがあるため NSAIDsの粒子径の差異が抗炎症作用に差につながったものと推察した。 
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第三章 NSAIDsの皮膚中への分配・拡散および皮膚透過

性と抗炎症作用に及ぼす粒子径の影響 

 

第一節 序論 

 

局所の炎症性疾患に対しては、局所作用型外用剤が多用され、医療用および一般用

医薬品として数多くの薬剤が上市されている。しかし、その効果発現は、個人差が大

きく、多くの医薬品から個人に適合するものを選択せざるを得ない。その原因として、

局所作用型外用剤に含有するNSAIDsの多くは、数10µm単位の粒子が分散状態にあり、

皮膚表面より角質層を通過し、真皮まで到達する割合は少ないとされている 65, 66）。

NSAIDsを含有した局所作用型外用剤を志向する際にNSAIDsの粒子径は薬物の皮膚透

過性に影響を及ぼす可能性がある。 

NSAIDsは、様々な剤形で幅広く臨床で使用され、局所の炎症性疾患に対しては、局

所作用型外用剤が多用されている。局所作用型外用剤は、標的部位である皮膚より速

やかに薬剤を送達できる特性を持つ。局所作用型外用剤の皮膚透過において、皮膚の

外的から身を守るための防御機能は、皮膚最外層に位置する角質層が担っている 67-73）

ため薬物をいかに効率よく角質層を通過させるかが鍵となる 5-7）。皮膚透過性を促進さ

せるためには、角質層への薬物の分配を増大させる必要がある 21, 22）。角質層は疎水性
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であるため水溶性薬物は、分配が抑制される。ペプチドやタンパク質等の高分子化合

物も皮膚透過が困難である。一方、脂溶性薬物は、分子量が 500Da 以上の化合物でも

皮膚透過が可能であるといわれている 74）。ナノ粒子を皮膚適用することで薬物の皮膚

透過を高めることが報告され 13）、薬物の皮膚浸透を改善するための方策として期待さ

れている。しかし、局所作用型外用剤として上市されているものはない。本章では、

ヘアレスマウスの背部皮膚 Laboskin®を用いて皮膚内への薬物の分配・拡散、皮膚透過

性を検討した。Laboskin®は Hos:HR-1（ヘアレスマウス）の背中の皮膚を摘出したもの

であり、ヒト皮膚と薬物皮膚浸透性に良好な相関関係があると言われている。Laboskin®

は、表皮から真皮、皮下組織までの構造を有する厚さ 500～600μm の皮膚組織 75-77）で

ある。Figure 11には、NSAIDsクリームの皮膚中への分配・拡散の評価方法を示した。

Figure 12では NSAIDsクリームの皮膚透過性の評価方法を示した。 

また、局所作用型外用剤として利用するためには最適な基剤の選択が必要となる 78）。

外用剤からの角質層への分配は、理論上、基剤中に薬剤が飽和していれば角質層中で

も同じ濃度となる 21, 79）。しかし、基剤や剤形によって薬物の飽和濃度が異なり、透過

性に影響を与える 22, 79）場合がある。そのため同成分が同濃度含有されていても油脂性

基剤と乳剤性基剤では、皮膚透過性が異なることが報告されている 79）。微粒子化

NSAIDs含有局所作用型外用剤を作製する際に外用剤の基剤として、白色ワセリン（油

脂性基剤）、親水クリーム（O/W型）、マクロゴール軟膏（水溶性基剤）を用いて 1 w/w % 
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IMCnano外用剤を作製し、皮膚透過性を評価し、本章の評価に用いる基剤を決定した。

各基剤による皮膚透過性は、Figure 13に示す通り、白色ワセリン、親水クリームを比

較すると、親水クリームにおいて透過量が多い傾向にあった。マクロゴール軟膏は IMC

をほとんど透過しなかった。このことより本研究では、外用基剤として親水クリーム

を用いることとした。 

そこで本章では、まず、微粒子化 NSAIDs の皮膚中への分配・拡散および皮膚透過

性について検討した。次に、このデータをもとに、急性炎症モデル（ラットカラゲニ

ン足蹠炎症モデル）および慢性炎症モデル（ラットアジュバント関節炎モデル）を用

いて炎症に対する抑制効果を検討した。 
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Figure

 局所作用型外用剤の皮膚中への分配・拡散評価

 局所作用型外用剤の皮膚中への分配・拡散

Figure 11  Evaluation method of distribution and diffusion of NSAIDs into the skin

a) 局所作用型外用剤の皮膚中への分配・拡散評価部位

皮膚内への分配・拡散を評価するために表皮から皮下組織までを採取した。

外用剤の皮膚中への分配・拡散

スマウス皮膚をフランツ縦形拡散セル

加した。添加後、フランツ型縦型セルに装着した

を細切し、メタノールを加え、皮膚をホモジネートし、遠心分離後、上清を試料とし、試

料の濃度は、
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スマウス皮膚をフランツ縦形拡散セル

加した。添加後、フランツ型縦型セルに装着した

を細切し、メタノールを加え、皮膚をホモジネートし、遠心分離後、上清を試料とし、試

料の濃度は、HPLCを用いて測定した。
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スマウス皮膚をフランツ縦形拡散セル

加した。添加後、フランツ型縦型セルに装着した

を細切し、メタノールを加え、皮膚をホモジネートし、遠心分離後、上清を試料とし、試

を用いて測定した。
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局所作用型外用剤の皮膚中への分配・拡散評価

局所作用型外用剤の皮膚中への分配・拡散 

Evaluation method of distribution and diffusion of NSAIDs into the skin

局所作用型外用剤の皮膚中への分配・拡散評価部位

皮膚内への分配・拡散を評価するために表皮から皮下組織までを採取した。

評価方法（皮膚中濃度）：

スマウス皮膚をフランツ縦形拡散セルに表皮側を上にして装着し、

加した。添加後、フランツ型縦型セルに装着した

を細切し、メタノールを加え、皮膚をホモジネートし、遠心分離後、上清を試料とし、試

を用いて測定した。 
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皮膚透過性評価方法 

Evaluation of 

皮膚透過性の評価部位

、真皮、皮下組織

の測定は、ヘアレスマウス皮膚をフランツ縦形拡散セル

NSAIDs クリームを
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kin penetration 

局所作用型外用剤を表皮に添加し、

を通過した NSAIDsの量を評価した

ヘアレスマウス皮膚をフランツ縦形拡散セル

添加した。レセプター相には、

クリームを添加後、経時的にレセプター溶液を採取し、同容量の

を一定に保った。採取した試料の濃度は、HPLC

 

局所作用型外用剤を表皮に添加し、

の量を評価した

ヘアレスマウス皮膚をフランツ縦形拡散セル

レセプター相には、PBS

レセプター溶液を採取し、同容量の

HPLCを用いて測定した。

局所作用型外用剤を表皮に添加し、皮膚透過性

の量を評価した。b) 皮膚透過性評価方法

ヘアレスマウス皮膚をフランツ縦形拡散セルに表皮側を上にして装着

PBSを添加し、37 

レセプター溶液を採取し、同容量の

て測定した。 

皮膚透過性を評価するため

皮膚透過性評価方法

表皮側を上にして装着

37 ℃に維持した。

レセプター溶液を採取し、同容量の PBSを加え用量

を評価するため

皮膚透過性評価方法：皮

表皮側を上にして装着

℃に維持した。

を加え用量
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Figure 13  NSAIDs study of base for topically

Results are expressed as mean ± SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation 

between the two groups were tested using an unpaired Student's t

*p<0.05, **p<0.01

●1 % IMC Hydrophilic cream , 

■ 1 % IMC Macrogol ointment

NSAIDs study of base for topically

Results are expressed as mean ± SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation 

between the two groups were tested using an unpaired Student's t

0.05, **p<0.01 compared with the corresponding Macrogol ointment group

IMC Hydrophilic cream , 

IMC Macrogol ointment

NSAIDs study of base for topically

Results are expressed as mean ± SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation 

between the two groups were tested using an unpaired Student's t

compared with the corresponding Macrogol ointment group

IMC Hydrophilic cream , ▲ 1 

IMC Macrogol ointment 
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NSAIDs study of base for topically-acting external preparation

Results are expressed as mean ± SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation 

between the two groups were tested using an unpaired Student's t

compared with the corresponding Macrogol ointment group

1 % IMC White petrolatum,

 

acting external preparation

Results are expressed as mean ± SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation 

between the two groups were tested using an unpaired Student's t-test.

compared with the corresponding Macrogol ointment group

IMC White petrolatum, 

acting external preparation

Results are expressed as mean ± SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation 

test. 

compared with the corresponding Macrogol ointment group 

  

acting external preparation 

Results are expressed as mean ± SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation 

 

 

Results are expressed as mean ± SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation 
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第二節 NSAIDsの皮膚中への分配・拡散に及ぼす粒子径の影響 

 

Figure 11に示すように経時的に採取したヘアレスマウスの皮膚中の NSAIDs濃度を

測定し、皮膚中への分配・拡散を評価した。NSAIDsの皮膚中濃度に及ぼす粒子径の影

響を Figure 14に示す。原末およびナノ粒子化製剤において、適用後 4-6時間で定常状

態に達した。すべての NSAIDs において原末に比べナノ粒子化した製剤においては、

皮膚中濃度の増加が認められ、IMC では、4時間後、KET では、2時間後、PXCでは、

4時間後より有意に皮膚中濃度が増大した。 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figure 14  The influence of particle size on the concentration of each NSAID 

Results are expressed as mean 

Student's t

The influence of particle size on the concentration of each NSAID 

Results are expressed as mean 

Student's t-test. *p<0.05, **p<0.01

The influence of particle size on the concentration of each NSAID 

Results are expressed as mean ± SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired 

*p<0.05, **p<0.01 compared with the corresponding NSAID

The influence of particle size on the concentration of each NSAID 

SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired 

compared with the corresponding NSAID
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The influence of particle size on the concentration of each NSAID 

SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired 

compared with the corresponding NSAIDsbulk group.

The influence of particle size on the concentration of each NSAID remaining in the skin.

SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired 

oup. 

remaining in the skin. 

SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired 
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第三節 NSAIDsの皮膚透過性に及ぼす粒子径の影響 

 

Figure 12に示すようにレセプター相の NSAIDs濃度を測定し、皮膚透過性を評価し

た。NSAIDs の累積皮膚透過量に及ぼす粒子径の影響を Figure 15に示す。すべての

NSAIDsにおいて、直線的に濃度は増大した。また、原末に比べナノ粒子では、透過

促進が認められ、IMC では、4時間後、KET では、2時間後、PXCでは、4時間後よ

り原末に比べナノ粒子では、有意に累積透過量が増大した。累積投与量―時間推移デ

ータより得られた皮膚透過パラメータを Table 3に示す。IMCnanoにおいては、透過速

度（Jc）、薬物透過係数（Kp）、薬物拡散係数（D）、軟膏から皮膚への分配係数（Km）、

累積投与量一時間曲線下面積（AUC0→24）において IMCbulk よりも有意に高かった。

また、透過のラグタイム（Tlag）は、有意に短縮した。KET、PXCにおいても同様の

結果が得られた。 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15  The influence of particle size on the cumulative skin penetration o

Results are expressed as mean 

Student's t

 

 

The influence of particle size on the cumulative skin penetration o

Results are expressed as mean 

Student's t-test. *p<0.05, **p<0.01

The influence of particle size on the cumulative skin penetration o

Results are expressed as mean ± SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired 

**p<0.01 compared with the corresponding NSAID

The influence of particle size on the cumulative skin penetration o

SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired 

compared with the corresponding NSAID
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The influence of particle size on the cumulative skin penetration o

SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired 

compared with the corresponding NSAIDsbulk group.

The influence of particle size on the cumulative skin penetration of each NSAIDs

SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired 

group. 

s 

SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired SE. Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested using an unpaired 



 

Table 3  Pharmacokinetic parameters for

Sample 

IMCbulk(1%) 

IMCnano(1%) 

KETbulk (3%) 

KETnano (3%) 

PXCbulk (0.5%

PXCnano (0.5%

Results are expressed as mean ± SE of the data from six experiments.

variance followed by unpaire

(Kp), the drug diffusion coefficient (D), the ointment

following equations and the cumulative dose

0.368 mm). The J and Tlag were calculated from the linear part of the cum

curve (AUC) was calculated.

 

Pharmacokinetic parameters for

 

Cumulative 
amount 

permeated for 

24h(μg/cm

 20.3 ± 0.5

 37.5 ± 1.0

   8.9 ± 0.8

 15.5 ± 1.0

  %) 8.9 ± 0.5

%) 16.4 ± 0.9

Results are expressed as mean ± SE of the data from six experiments.

variance followed by unpaire

(Kp), the drug diffusion coefficient (D), the ointment

following equations and the cumulative dose

0.368 mm). The J and Tlag were calculated from the linear part of the cum

curve (AUC) was calculated.

Pharmacokinetic parameters for the skin penetration of NSAIDs

Cumulative 

permeated for 

g/cm
2
) 

 Jc (μg/cm

0.5  0.7 ± 0.1

1.0**  
 

1.4 ± 0.1

     0.8 
 

0.3 ± 0.1

1.0**  
 

1.2 ± 0.3

     0.5 
 

0.4 ± 0.1

0.9**   0.9 ± 0.2

Results are expressed as mean ± SE of the data from six experiments.

variance followed by unpaired Student's t-test).

(Kp), the drug diffusion coefficient (D), the ointment

following equations and the cumulative dose-time course data. Cs denotes the concentration in the ointment (

0.368 mm). The J and Tlag were calculated from the linear part of the cum

curve (AUC) was calculated. 

the skin penetration of NSAIDs

g/cm
2
/h)  Kp (×10

0.1  5.6 ±

0.1* 
 

9.6 ±

    0.1 
 

0.7 ±

0.3* 
 

2.0 ±

    0.1 
 

3.7 ±

0.2*  9.0 ±

Results are expressed as mean ± SE of the data from six experiments.

test). Of the skin penetration parameters, the penetration rate per unit area (Jc), the drug penetration coefficient 

(Kp), the drug diffusion coefficient (D), the ointment-to-skin partition coefficient (Km), and the penetration lag

time course data. Cs denotes the concentration in the ointment (

0.368 mm). The J and Tlag were calculated from the linear part of the cum
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the skin penetration of NSAIDs 

Kp (×10
-4
cm/h)  

± 0.3  0.2 

± 0.5**  
 

0.3 

    ± 0.04 
 

0.2 

± 0.4**  
 

0.4 

    ± 0.6 
 

0.1 

± 0.2**   0.2 

Results are expressed as mean ± SE of the data from six experiments. *p<0.05, **p<0.01 

Of the skin penetration parameters, the penetration rate per unit area (Jc), the drug penetration coefficient 

skin partition coefficient (Km), and the penetration lag

time course data. Cs denotes the concentration in the ointment (

0.368 mm). The J and Tlag were calculated from the linear part of the cumulative dose

Km  D (×10

 ± 0.03  0.9

 ± 0.1 
 

3.6

     ± 0.01 
 

1.7

 ± 0.03 
 

1.7

     ± 0.06 
 

1.5

 ± 0.1  5.0

**p<0.01 compared with the corresponding NSAID

Of the skin penetration parameters, the penetration rate per unit area (Jc), the drug penetration coefficient 

skin partition coefficient (Km), and the penetration lag

time course data. Cs denotes the concentration in the ointment (

ulative dose-time course data. In addition, the area under the cumulative dose

D (×10
-4
cm

2
/h)  

0.9 ± 0.1  2.5

3.6 ± 2.1 
 

1.3

    1.7 ± 0.9 
 

1.7 ± 0.3 
 

1.3

    1.5 ± 0.5 
 

2.1

5.0 ± 3.8  1.3

compared with the corresponding NSAID

Of the skin penetration parameters, the penetration rate per unit area (Jc), the drug penetration coefficient 

skin partition coefficient (Km), and the penetration lag-time (Tlag

time course data. Cs denotes the concentration in the ointment (µg), and δ indicates the skin thickness (mean, 

time course data. In addition, the area under the cumulative dose

Tlag (h)  

2.5 ± 0.2  

1.3 ± 0.6* 
 

   2 ± 1.1 
 

1.3 ± 0.2 
 

   2.1 ± 0.9 
 

1.3 ± 0.6  

compared with the corresponding NSAIDsai group (analysis of 

Of the skin penetration parameters, the penetration rate per unit area (Jc), the drug penetration coefficient 

time (Tlag) were calculated using the 

indicates the skin thickness (mean, 

time course data. In addition, the area under the cumulative dose

 
AUC0→24 

(h・μg/cm
2
)

 252.7 ± 5.1

 
463.5 ± 20.4

    
 

114.0 ± 6.9

 
222.6 ± 0.2

    

 
99.8 ± 4.1

 230.3 ± 29.4

ai group (analysis of 

Of the skin penetration parameters, the penetration rate per unit area (Jc), the drug penetration coefficient 

) were calculated using the 

indicates the skin thickness (mean, 

time course data. In addition, the area under the cumulative dose-time 

 

) 

5.1 

20.4**  

6.9 

0.2**  

4.1 

29.4**  
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第四節 NSAIDsのカラゲニン足蹠炎症モデル（急性炎症）に及ぼす粒子

径の影響 

 

急性炎症に対する作用についてラットカラゲニン足蹠炎症モデルを用いて検討し

た。Figure 16に起炎物質と NSAIDs の投与部位およびタイムスケジュールを示す。

Figure 17にカラゲニン投与 3時間後のラットの浮腫像を示す。ラットの後肢は著明な

浮腫像を示していた。ラット後肢足容積における足容積から算出した浮腫率を指標に

抗炎症作用を検討した結果を Figure 18に示す。 

カラゲニンによる足蹠浮腫は、無処置群においてカラゲニン投与後 3時間でピーク

に達し、浮腫率 66.3±2.2（%）となった(Figure 18)。すべての NSAIDs群においては、

薬剤投与 1時間後より原末およびナノ粒子について無処置群、基剤群に比べ有意な浮

腫率の減少を示し、その作用は、投与後 6時間まで持続した。NSAIDsの原末群とナ

ノ粒子群を比較すると IMC（Figure 18-a）と PXC（Figure 18-c）は、被検薬物塗布後

2時間よりナノ粒子において有意に浮腫率が低値し、浮腫抑制効果が認められた。KET

（Figure 18-b）においては、被検薬物投与後 1時間よりナノ粒子において有意に浮腫

率が低値を示し、浮腫抑制効果が認められた。浮腫率一時間曲線下面積（AUC）の

AUC 値においてもすべての NSAIDs において原末群よりナノ粒子群が有意に低値を

示した（Table 4）。 

炎症のピークと考えられたカラゲニン投与後 3時間の浮腫抑制率を Table 4に示す。

ナノ粒子群は原末群に比べ有意な浮腫抑制効果を示した。また、図示していないが、

すべての NSAIDs群（原末群、ナノ粒子群）は、カラゲニン投与後 3時間において濃
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度依存的に浮腫抑制効果を示した。炎症ピーク時の浮腫を 50%抑制する濃度は、

IMCbulk、KETbulk、PXCbulkでそれぞれ 1.9%、2.9%、0.8%であった。IMCnano、KETnano、

PXCnanoにおいては、0.5%、0.5%、0.1%以下となった（Data not shown）。 
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b) カラゲニン足蹠浮腫モデル

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16  

 

 

 

起炎物質、NSAIDs

カラゲニン足蹠浮腫モデル

Figure 16  Carrageenan

and NSAIDs, time schedule of study

a) 起炎物質、

NSAIDsクリームは、皮下注射部位を含む左後肢に塗布した。

デル実験タイムスケジュール：ラットの左後肢足蹟体積を測定後、

を左後肢足蹟皮下に皮下注射した。

塗布した。

NSAIDsクリーム投与部位

カラゲニン足蹠浮腫モデル

Carrageenan-induced footpad edema model administration site of 

and NSAIDs, time schedule of study

起炎物質、NSAIDsクリーム投与部位：起炎物質は、左後肢足蹟皮下に皮下注射した。

クリームは、皮下注射部位を含む左後肢に塗布した。

デル実験タイムスケジュール：ラットの左後肢足蹟体積を測定後、

を左後肢足蹟皮下に皮下注射した。

塗布した。NSAIDsクリーム塗布後

リーム投与部位

カラゲニン足蹠浮腫モデル実験タイムスケジュール

induced footpad edema model administration site of 

and NSAIDs, time schedule of study

クリーム投与部位：起炎物質は、左後肢足蹟皮下に皮下注射した。

クリームは、皮下注射部位を含む左後肢に塗布した。

デル実験タイムスケジュール：ラットの左後肢足蹟体積を測定後、

を左後肢足蹟皮下に皮下注射した。

クリーム塗布後
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リーム投与部位 

実験タイムスケジュール

induced footpad edema model administration site of 

and NSAIDs, time schedule of study 

クリーム投与部位：起炎物質は、左後肢足蹟皮下に皮下注射した。

クリームは、皮下注射部位を含む左後肢に塗布した。

デル実験タイムスケジュール：ラットの左後肢足蹟体積を測定後、

を左後肢足蹟皮下に皮下注射した。NSAIDs クリームは、皮下注射部位を含む左後肢に

クリーム塗布後経時的に足容積を測定した。

 

実験タイムスケジュール

induced footpad edema model administration site of 

 

クリーム投与部位：起炎物質は、左後肢足蹟皮下に皮下注射した。

クリームは、皮下注射部位を含む左後肢に塗布した。

デル実験タイムスケジュール：ラットの左後肢足蹟体積を測定後、

クリームは、皮下注射部位を含む左後肢に

に足容積を測定した。

 

induced footpad edema model administration site of 

クリーム投与部位：起炎物質は、左後肢足蹟皮下に皮下注射した。

クリームは、皮下注射部位を含む左後肢に塗布した。b) カラゲニン足蹠浮腫モ

デル実験タイムスケジュール：ラットの左後肢足蹟体積を測定後、0.5%

クリームは、皮下注射部位を含む左後肢に

に足容積を測定した。 

induced footpad edema model administration site of c

クリーム投与部位：起炎物質は、左後肢足蹟皮下に皮下注射した。

ゲニン足蹠浮腫モ

%カラゲニン

クリームは、皮下注射部位を含む左後肢に

carrageenan 

クリーム投与部位：起炎物質は、左後肢足蹟皮下に皮下注射した。

ゲニン足蹠浮腫モ

カラゲニン溶液

クリームは、皮下注射部位を含む左後肢に

arrageenan 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17  Figure 17  Hind limb edema image of 

カラゲニン投与

Hind limb edema image of 

カラゲニン投与 3時間後のラット後肢浮腫像。

Hind limb edema image of 

時間後のラット後肢浮腫像。
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Hind limb edema image of carrageenan

時間後のラット後肢浮腫像。

 

arrageenan-induced footpad edema model

時間後のラット後肢浮腫像。ラット後肢は著明な浮腫像を示した。

induced footpad edema model

ラット後肢は著明な浮腫像を示した。

induced footpad edema model 

ラット後肢は著明な浮腫像を示した。

  

ラット後肢は著明な浮腫像を示した。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18  Time course of edema after topically applied NSAIDs in carrageenan

Results are expressed as mean ± SE of the data from six animals. 

*p<0.05, **p<0.01 

#p<0.01 

◆ Control, 

Time course of edema after topically applied NSAIDs in carrageenan

Results are expressed as mean ± SE of the data from six animals. 

*p<0.05, **p<0.01 compared with the corresponding control group (an

#p<0.01 compared with the corresponding NSAID

Control, ◇ Ointment base, 

Time course of edema after topically applied NSAIDs in carrageenan

Results are expressed as mean ± SE of the data from six animals. 

compared with the corresponding control group (an

compared with the corresponding NSAID

Ointment base, ○ NSAIDs
bulk

Time course of edema after topically applied NSAIDs in carrageenan

Results are expressed as mean ± SE of the data from six animals. 

compared with the corresponding control group (an

compared with the corresponding NSAIDsbulk group (analysis of variance followed by unpaired Student's t

bulk
, ● NSAIDs
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Time course of edema after topically applied NSAIDs in carrageenan

Results are expressed as mean ± SE of the data from six animals.  

compared with the corresponding control group (analysis of variance followed by Dunnett’s test).

group (analysis of variance followed by unpaired Student's t

 

Time course of edema after topically applied NSAIDs in carrageenan-induced footpad inflammation in rats.

alysis of variance followed by Dunnett’s test).

group (analysis of variance followed by unpaired Student's t

induced footpad inflammation in rats.

alysis of variance followed by Dunnett’s test). 

group (analysis of variance followed by unpaired Student's t-test). 

induced footpad inflammation in rats. 
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Table 4  Effect of NSAIDs on carrageenan-induced footpad inflammation edema in rats. 

Group 
 

Inhibition (%) 

at 3h 

AUC 
0→6

 

(h・edema(%)) 
Control 

 
      ― 165.5 ± 29.0 

Ointment base 
 

12.6 ± 3.2 117.0 ± 3.0 
*
 

IMC
bulk (1%) 42.1 ± 8.5  81.1 ± 6.6 

**
 

IMC
nano (1%) 63.1 ± 4.3 

#
 54.1 ± 6.8 

**, #
 

        KET
bulk (3%) 50.4 ± 4.7  63.4 ± 3.7 

**
 

KET
nano (3%) 78.3 ± 1.8 

#
 28.8 ± 1.8 

**, ##
 

        PXC
bulk (0.5%) 46.2 ± 3.7  73.6 ± 2.4 

**
 

PXC
nano (0.5%) 60.2 ± 3.9 

#
 50.7 ± 2.7 

**,##
 

Results are expressed as mean ± SE of the data from six animals. 

Differences in the efficacy of each particle size preparation between the two groups were tested 

using an unpaired Student's t-test. *p<0.05, **p<0.01 compared with the corresponding control 

group (analysis of variance followed by Dunnett’s test). 
#
p<0.05, 

##
p<0.01 compared with the 

corresponding NSAIDs
bulk

 group (analysis of variance followed by an unpaired Student's t-test). 

The ED50 was calculated from the edema suppression rate (%) at 3 h after carrageenan treatment, 

and the edema suppression rate at each concentration. The concentration of NSAIDs cream was 

set as IMC and KET as 5%, 3%, 1%, 0.5%. PXC was set to 3%, 1%, 0.5%, 0.1%. 
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第五節 NSAIDsのアジュバント関節炎モデル（慢性炎症）に及ぼす粒子

径の影響  

 

慢性炎症に対する作用についてラットアジュバント関節炎モデルを用いて検討し

た。Figure 19にアジュバントと NSAIDsの投与部位およびタイムスケジュールを示す。

Figure 20にアジュバント投与後 14日のラットの後肢浮腫像を示す。ラットの後肢は

著明な浮腫像を示していた。ラット後肢足容積における足容積を指標に検討した結果

を Figure 21に示す。関節炎惹起後、各 NSAIDsクリームを 7 日間反復塗布した結果、

IMC 群は投与後 1日目より無処置群、基剤群に比べ有意な足腫脹抑制効果を示した。

投与後 5、7 日目において IMCnano群が IMCbulk群に比べ有意に足腫脹抑制効果を示し

た（Figure 21-a）。KET 群は、投与後 3 日目より無処置群、基剤群に比べ有意な足腫

脹抑制効果を示した。投与後 7 日目において KETnano群が KETbulk群に比べ有意に足

腫脹抑制効果を示した（Figure 21-b）。PXC群は、投与後 1日目より PXCnanoが、投与

後 5 日目より PXCbulkが無処置群、基剤群に比べ有意な足腫脹抑制効果を示した。投

与後 3日目より PCXnano群が PCXbulk群に比べ有意に足腫脹抑制効果を示した（Figure 

21-c）。NSAIDs塗布後 7日目の治癒率を Table 5に示す。治癒率は、IMCbulk、KETbulk、

PXCbulkでそれぞれ 40.3%、43.0 %、35.8 %であった。IMCnano、KETnano、PXCnanoにお

いては、53.0 %、57.4 %、66.8 %となり、原末群に比べナノ粒子群は有意な治癒率の

増大を認めた。図示していないが、すべての NSAIDs 投与群（原末群、ナノ粒子群）

は、NSAIDs 塗布後 7 日目に濃度依存的に足腫脹抑制効果を示した。NSAIDs 塗布後

7 日目の足腫脹を 50%抑制する濃度は、IMCbulk、KETbulk、PXCbulk でそれぞれ 1.9%、
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4.1%、1.5%であった。IMCnano、KETnano、PXCnanoにおいては、1.0%、2.2%、0.5%以

下となった。 
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b)実験タイムスケジュール：

下注射した。アジュバント接種後

した。NSAIDs

アジュバント、NSAIDs

アジュバント関節炎モデル

Adjuvant-induced arthritis model administration site of 
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アジュバント、NSAIDs

注射した。NSAIDsクリームは、

実験タイムスケジュール：

下注射した。アジュバント接種後

NSAIDsクリーム塗布後経時的に後肢体積を測定した。

NSAIDsクリーム投与部位

アジュバント関節炎モデル実験タイムスケジュール

induced arthritis model administration site of 

time schedule of study 

NSAIDsクリーム投与部位：アジュバントは、左後肢足蹟皮下に皮下

クリームは、炎症確立後、

実験タイムスケジュール：ラット後肢体積測定後、アジュバントを後肢足蹟皮下に皮

下注射した。アジュバント接種後 14

クリーム塗布後経時的に後肢体積を測定した。
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クリーム投与部位 
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ラット後肢体積測定後、アジュバントを後肢足蹟皮下に皮

14日に関節炎確立を確認後、

クリーム塗布後経時的に後肢体積を測定した。

 

 

実験タイムスケジュール

induced arthritis model administration site of 

クリーム投与部位：アジュバントは、左後肢足蹟皮下に皮下

炎症確立後、皮下注射部位を含む左後肢に塗布した。
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Figure 20  Hind limb foot swelling image of Adjuvant

アジュバント投与

Hind limb foot swelling image of Adjuvant

アジュバント投与 14日

Hind limb foot swelling image of Adjuvant

日後のラット後肢浮腫像。ラット後肢は著明な浮腫像を示した。
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Hind limb foot swelling image of Adjuvant

後のラット後肢浮腫像。ラット後肢は著明な浮腫像を示した。

 

Hind limb foot swelling image of Adjuvant-induced arthritis model

後のラット後肢浮腫像。ラット後肢は著明な浮腫像を示した。

induced arthritis model

後のラット後肢浮腫像。ラット後肢は著明な浮腫像を示した。

induced arthritis model 

後のラット後肢浮腫像。ラット後肢は著明な浮腫像を示した。

 

後のラット後肢浮腫像。ラット後肢は著明な浮腫像を示した。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21  Time course of edema after topically applied NSAIDs in adjuvant

Results are expressed as mean ± SE of the data from six animals. 

*p<0.05, **p<0.01 

# p<0.05, ##p<0.01 

◆ Control, 

Time course of edema after topically applied NSAIDs in adjuvant

Results are expressed as mean ± SE of the data from six animals. 

*p<0.05, **p<0.01 compared with the corresponding control group (analysis of variance followed by Dunnett’s test).

# p<0.05, ##p<0.01 compared with the correspond

Control, ◇ Ointment base, 

Time course of edema after topically applied NSAIDs in adjuvant

Results are expressed as mean ± SE of the data from six animals. 

compared with the corresponding control group (analysis of variance followed by Dunnett’s test).

compared with the correspond

Ointment base, ○ NSAIDs
bulk

Time course of edema after topically applied NSAIDs in adjuvant

Results are expressed as mean ± SE of the data from six animals. 

compared with the corresponding control group (analysis of variance followed by Dunnett’s test).

compared with the corresponding NSAIDsbulk

bulk
, ● NSAIDs

nano 
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Time course of edema after topically applied NSAIDs in adjuvant

Results are expressed as mean ± SE of the data from six animals.  

compared with the corresponding control group (analysis of variance followed by Dunnett’s test).

bulk group (analysis of variance followed by unpaired Student's t

 

Time course of edema after topically applied NSAIDs in adjuvant-induced arthritis in rats.

compared with the corresponding control group (analysis of variance followed by Dunnett’s test).

group (analysis of variance followed by unpaired Student's t

induced arthritis in rats. 

compared with the corresponding control group (analysis of variance followed by Dunnett’s test). 

group (analysis of variance followed by unpaired Student's tgroup (analysis of variance followed by unpaired Student's t-test). 
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Table 5  Therapeutic effect of NSAIDs on adjuvant-induced arthritis in rats 7 d after 

treatment. 

Results are expressed as mean ± SE of the data from six animals. 

*
p<0.05 compared with the corresponding NSAIDs

bulk
 group (analysis of variance followed by 

an unpaired Student's t-test). 

The ED50 (%) at each concentration was calculated from the healing rate (%) at each 

concentration level at 7 d after the start of the test drug treatment. The concentration of NSAIDs 

cream was set as IMC and KET as 5%, 3%, 1%, 0.5%. PXC was set to 3%, 1%, 0.5%, 0.1%. 

 

 

 

 

 

 

 

Group 
 

Ratio of therapeutic effect (%) 
Ointmant base 

 
17.4 ± 0.6  

     
IMC

bulk (1%) 40.3 ± 7.9  
IMC

nano (1%) 53.0 ± 4.3
*

 

     
KET

bulk (3%) 43.0 ± 9.5 
KET

nano (3%) 57.4 ± 3.2 
*

 

     
PXC

bulk (0.5%) 35.8 ± 3.9  
PXC

nano (0.5%) 66.8 ± 2.5 
*
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第六節 小括 

 

局所作用型外用剤として微粒子化した NSAIDs含有クリームを作製し、皮膚透過試

験を実施し、NSAIDsの皮膚への分配・拡散および皮膚透過性を検討した。局所作用

型外用剤の NSAIDs含有クリームの配合濃度は、本邦にて上市されている医薬品の濃

度に準じ、1%IMC クリーム、3%KET クリーム、0.5%PXCクリームとした。基剤と

しては、最も透過性に優れていた親水クリームを用いた（Figure 13）。 

薬物の皮膚透過は、「基剤と皮膚との親和性」、「基剤と薬物との親和性」、「基剤中

の薬物の拡散性」や「基剤中の薬物の分散状態」など様々な要因が関与する。NSAIDs

の皮膚透過性は、親水クリームが最も優れていた。その理由としては、親水クリーム

がナノ粒子の分散性に優れ、水相を含む水中油（O/W）型基剤であるため皮膚に適用

した際に乳剤性基剤が有する界面活性作用により角質層との親和性が他の基剤に比

べ優位性を示したと推察した。基剤決定後、親水クリームを用い NSAIDs原末および

ナノ粒子を含有する局所作用型外用剤を作製した。その際に、NSAIDs原末およびナ

ノ粒子による皮膚損傷が惹起されないことを確認するために作製した NSAIDs クリ

ームについてウサギを用いた皮膚一次性試験を実施している（Data not shown）。原末

およびナノ粒子ともに無処置の無傷および有傷皮膚では、観察期間を通して刺激反応

は見られなかったため、今回作製した NSAIDsクリームによる皮膚損傷はないと考え

られた。Laboskin®を用いて皮膚への分配・拡散および皮膚透過性を評価した。皮膚

への分配・拡散を評価するために測定した皮膚内濃度については NSAIDsnano群が、

原末を塗布した濃度よりも有意に高かった（Figure 14）。皮膚透過試験の結果、NSAIDs
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クリームの適用後 24時間までいずれの NSAIDsクリームも累積透過量は直線的に増

加した（Figure 15）。皮膚透過性の実験において NSAIDsnano製剤は、透過速度（Jc）、

薬物透過係数（Kp）、薬物拡散係数（D）、皮膚への分配係数（Km）、累積投与量一時

間曲線下面積（AUC0→24）において原末よりも有意に増大した。また、透過のラグタ

イム（Tlag）は、有意に短縮した(Table 3)。今回の結果より NSAIDsnanoクリームから

の皮膚への分配・拡散および皮膚透過は、NSAIDsbulkクリームよりも高かった。薬物

が皮膚への分配・拡散および皮膚透過する場合は、皮膚透過最大のバリアである角質

層へ薬物が拡散する必要がある。皮膚を通過する経路は、細胞内を通る経細胞ルート

と細胞間隙を通る細胞ルートがある。経細胞ルートでは、角質層の特性として疎水性

が高く水溶性物質は分配、通過しにくい。本研究で使用した NSAIDsは脂溶性である

ため角質層に分散でき、皮膚内への分配・拡散させ、皮膚透過できたと考えられた。

細胞間隙経由は、細胞間隙が 50-100nmであることより、ナノ粒子化した NSAIDsは、

細胞間隙より粒子径が小さいため細胞内への拡散が増大することにより透過性が向

上したと推察した。これらのことより、NSAIDsbulkより NSAIDsnanoが基剤への分散性

に優れ適用後の局所効果が大きいことを示唆している。 

抗炎症作用については、急性炎症モデルであるラットカラゲニン足蹠炎症モデルと

慢性炎症モデルであるラットアジュバント関節炎モデルを用いて評価を行った。ラッ

トカラゲニン足蹠炎症モデルでは、カラゲニンによる足蹠浮腫は、カラゲニン投与後

3時間でピークに達し、無処置群では、浮腫率66.25±2.2（%）（Figure 18）となった。

すべてのNSAIDs投与群においては、薬剤塗布1時間後より原末およびナノ粒子につい

て無処置群、基剤群に比べ有意な浮腫抑制効果を示し、その作用は、投与後6時間ま
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で持続した（Figure 18）。浮腫抑制効果を原末とナノ粒子とで比較するとすべての

NSAIDsにおいてナノ粒子で有意に浮腫率が低かった。カラゲニン足蹠炎症はラット

後肢足蹟に起炎剤であるカラゲニンを皮下投与することで浮腫が現れる。カラゲニン

足蹠浮腫に対する抑制効果は、臨床における抗炎症効果と相関性が高いとされている。

このカラゲニンを起炎剤とする足蹠浮腫形成には、ヒスタミン、セロトニン、キニン

類、プロスタグランジン類などケミカルメディエイターやサイトカインが関与80-82）

している。カラゲニン足蹠炎症では、皮内および皮下組織において多核白血球の浸潤

や皮膚血管の拡張により血管透過性が亢進し浮腫が誘発される。NSAIDsナノ粒子は、

原末より急性炎症の初期および後期を効果的に抑制することが示唆された。 

次に、慢性炎症モデルであるラットアジュバント関節炎モデルは、フロイント完全

アジュバントを足蹠の皮内もしくは皮下に投与することにより、四肢に関節炎を誘発

させるモデルであり 2つの炎症過程、一次および二次炎症を伴うことが知られている。

原発性炎症は、アジュバントを右後足に注射した翌日から始まる。二次性炎症は、ア

ジュバント注射後 7日目から観察され、アジュバント注射後、両足で最大に達するラ

ットアジュバント関節炎モデルは、発症機序に免疫系が関与し、間接の滑膜増殖、パ

ンヌス形成および軟骨破壊などの病理像を呈する 83）。アジュバント関節炎は T 細胞

依存的で末梢関節の腫脹を伴い、軟骨破壊、皮下および皮内、関節内へのリンパ球浸

潤などにより足蹠腫脹等の炎症反応を引き起こす 84）。アジュバント関節炎モデルの

病態の形成過程や形成された病理組織所見がヒトの関節リウマチに類似していると

考えられていることから、慢性炎症モデルとして汎用される 85）。アジュバント関節

炎惹起後、NSAIDs を 7 日間反復塗布した結果、NSAIDs 群は投与後より無処置群、
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基剤群に比べ有意な足腫脹抑制効果を示した（Figure 21）。NSAIDsbulkと NSAIDsnano と

もに時間依存的に足腫脹抑制効果を示した。被検薬物投与後 7 日目の治癒率は、

NSAIDs原末およびナノ粒子を比較するとナノ粒子が有意に高値を示した（Table 5）。 

以上、NSAIDsのナノ粒子化は、原末に比べ皮膚への分配・拡散および皮膚透過性

を亢進させ、その結果が in vivo に見られた強い抗炎症作用に繋がったものと考えら

れる。 
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総 括 

 

局所作用型外用剤には多様な剤形があり、軟膏剤やクリーム剤は炎症性疾患や皮膚

疾患を対象に繁用されている。局所作用型外用剤の効果発現には対照薬物の皮膚透過

性に密接に関係し、外用基剤中の分散、皮膚への分配、そして皮膚透過性が重要とな

る。薬物の皮膚透過性を増加させる方法として、これまでにイオントフォレシス 8）、

マイクロニードル 9）などの物理的手法や、吸収促進剤 10）の併用やナノ粒子 11, 12）の

輸送単体の利用などの化学的手法が確立されてきている。 

本研究では、NSAIDs を微粒子化した局所作用型外用剤を開発し、NSAIDs ナノ製

剤の皮膚透過性に対する影響および in vivo、in vitro における抗炎症作用について検

討を行った。 

第一章では、微粒子化 NSAIDsを作製する方法を考案し、そのナノ粒子の粒子径お

よび安定性について検討した。NSAIDs を微粒子化するために特殊な機器を用いず、

入手が容易で工程も簡便な自転・公転ナノ粉砕機(NP-100) を用いて行った。この方

法は、有機溶媒や界面活性剤などの添加剤を用いず、粉砕効率を大幅に向上させるこ

とで、微量粉砕、微小粉砕、粒子径のばらつきを少なくでき、また、短時間で粉砕で

きる特徴を持つ。本研究では IMC、KET、PXCのナノ粒子化に成功し、68～75nmの

粒子（Table 1）となり、安定し、ばらつきの少ない粒子径のナノ粒子を得ることがで

きた。 

第二章では RAW264.7細胞におけるリポポリサッカライド（LPS）誘発性炎症のサ

イトカインおよび NO 産生に及ぼす NSAIDs の粒子径の影響について検討した。
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RAW264.7細胞に対し NSAIDsナノ粒子は、原末群に比べ、RAW264.7細胞内への取

り込みが多く、高濃度において細胞生存率を低下させたと考えられる。そこで、抗炎

症作用の検討は、細胞生存率において差が認められず、細胞障害も認められなかった

20μg/ mLを用いて行った。RAW264.7細胞の LPS惹起性急性炎症に対する NSAIDs

ナノ粒子の抗炎症作用では、IMC、KET、PXCともにコントロール群に比べ NSAIDs

添加群が、炎症性サイトカインである NO、IL-6、TNF-α、PGE2の有意な産生抑制効

果を示した。また、原末群に比べナノ粒子群は、NO、IL-6、TNF-α、PGE2の有意な

産生抑制効果が認められた。これらのことから、NSAIDsをナノ粒子化することによ

り、原末に比べて炎症性サイトカインの産生を抑制することにより強力な抗炎症作用

を得ることが期待できると考えられた。 

第三章では局所作用型外用剤である NSAIDs 含有クリームを作製し、皮膚への分

配・拡散および皮膚透過性をヘアレスマウスの背部皮膚を用いて評価した。さらに、

ラットカラゲニン足蹠炎症モデル（急性炎症）およびラットアジュバント関節炎モデ

ル（慢性炎症）を用いた抗炎症作用に及ぼす粒子径の影響について検討した。 

透過促進剤および溶解補助剤を使用せずに、NSAIDsの微粒子化のみにより、原末

に比べ皮膚浸透過性が向上した。NSAIDsの皮膚への分配・拡散および皮膚透過性は、

角質細胞内を通る経細胞ルートと細胞間隙を通る細胞間細胞ルートより皮膚を効率

的に通過する必要がある 6, 74）。角質層細胞透過では、角質層の特性として疎水性が高

い。今回使用した NSAIDsは脂溶性であるため粒子の大きさに左右されず角質層に分

散できたと考えられた。細胞間隙経由は、皮膚の細胞間隙が 50-100nmである 6）こと

より、ナノ粒子化した NSAIDsは、細胞間隙より粒子径が小さいため細胞内への拡散
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が増大し、皮膚透過性が向上したと推察した。以上のことより、原末よりナノ粒子が

基剤への分散性に優れ、さらに、皮膚透過性向上による適用後の局所効果が大きいこ

とが示唆された。 

この結果をもとに、急性および慢性炎症モデルに対する抗炎症効果について検討し

た。急性炎症においてナノ粒子が原末に比べ有意に浮腫抑制効果が高かった。NSAIDs

ナノ粒子は、原末より急性炎症の初期および後期を効果的に抑制することが示唆され

た。また、慢性炎症に対してもアジュバント関節炎惹起後、NSAIDs原末およびナノ

粒子ともに時間依存的に足腫脹抑制効果を示した。被検薬物投与後 7日目の治癒率は、

NSAIDs 原末およびナノ粒子を比較するとナノ粒子が有意に足腫脹抑制効果を示し、

有意に治癒率が高かったことより、NSAIDsのナノ粒子化は、皮膚への分配・拡散お

よび皮膚透過性を亢進させ、原末に比べ強い抗炎症作用を発揮したと考えられた。そ

れ故に、NSAIDsナノ粒子は、有効性に優れた局所作用型外用剤の主薬となることが

期待される。 

以上、本研究で見出された結果は局所作用型外用剤の製剤設計や適正使用、さらに、

新規適用方法に向けた有用な知見になると考えられる。 
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実験の部 

 

1. 材料 

 インドメタシン（IMC）、ケトプロフェン（KET）、ピロキシカム（PXC）、ジク

ロフェナクナトリウム（DIC）は、いずれも試薬特級のものを、アセトニトリル、メ

タノールは HPLC用のものをナカライテスク株式会社より購入した。酢酸（試薬特級）、

カラゲニン（生化学用）を富士フイルム和光純薬株式会社より購入した。完全フロイ

ントアジュバント（Composition : Special formulation of adjuvant containing paraffin oil、

surfactant and heat-killed Mycobacterium butyricum。 Rockland-inc ） は、フナコシ株式

会社より購入した。 

 

2. NSAIDsのナノ粒子化の検討 

IMC、KET、PXC、DIC のナノ製剤は、水性ポリマー（ヒドロキシプロピルセルロ

ース SSL [HPC]）溶液を含有した水溶液中に乳鉢を用いて混合、分散させ、自転・公

転ナノ粉砕機 NP-100（株式会社 シンキー、-20℃）を用いて湿式粉砕を行った。そ

れぞれの原末を水性ポリマー溶液中に均一に懸濁させ、ジルコニア製の粉砕筒にジル

コニアビーズ約 2.5 gとともに投入し、回転数 1,700 rpmで 10分間湿式粉砕を実施し

た。粉砕中の粉砕室の温度は-20 ℃ に設定した。粉砕後に得られた懸濁液をジルコ

ニアビーズと分離し、回収するために、遠心メッシュフィルターにて遠心分離し、懸

濁液を回収した。得られた懸濁液中の薬物の粒子径は、レーザー回折粒度分布計

（MASTERSIZER2000、スペクトリス株式会社）を用いて測定した。また、HPLC分
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析による純度を測定した。保存安定性の確認のため 14 日後に同様に粒子径を測定し

た。以上の測定は、同一測定サンプルで 3回繰返し測定後、その平均値を測定データ

とした。以降の実験には懸濁液を凍結乾燥し任意の濃度に調製後実験に供した。 

 

3.  NSAIDsの定量 86） 

HPLCシステムは、ポンプ（LC-10ADvp、 株式会社島津製作所）、フォトダイオー

ドアレイ検出器（SPD-M10Avp、 株式会社島津製作所）、 カラムオーブン（CTO-10Avp、 

株式会社島津製作所）を用いた。IMC は、Column Inertsil ODS-2（5 μm、 4.6 × 150 

mm、 ジーエルサイエンス株式会社）、 移動相 アセトニトリル/水/酢酸（55 : 44 : 1、

v/v）、 カラム温度 35 ℃、 流速 0.8 mL/min、 UV 波長 254 nmの条件下で、KET は、

Column TSK-GEL ODS-80TM（5 μm、 4.6  250 mm、 東ソー株式会社）、 移動相 メ

タノール/ アセトニトリル/ 0.1%酢酸（40 : 40 : 20、 v/v）、 カラム温度 40 ℃、 流

速 1.0  mL/min、 UV 波長 254 nm条件下で、PXCは、Column Capcell Pak C18 type 

UG120（5 μm、 4.6×150 mm、 株式会社資生堂）、 移動相 アセトニトリル/4%酢

酸（45 : 55、v/v）、 カラム温度 40 ℃、 流速 1.0 mL/min。 UV 波長 350 nmの条件

下でそれぞれ測定した。 

 

4. 細胞の培養 

 マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 細胞を用いた。RAW264.7細胞は、ダル

ベッコ改変イーグル培地（DMEM）培地（10%FBS、2mmol/L） L-グルタミン、 ペ
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ニシリン（100U/mL）、 ストレプトマイシン（100μg/mL）含有）を用いた。細胞は、

CO2インキュベーター（37℃、5%CO2）で維持した。 

 

5. NSAIDsの RAW264.7細胞生存率に与える影響の検討 

96穴プレートに 1 × 105 cells/wellに調整した RAW264.7細胞を播種し、24時間前

培養を行った。各細胞に最終濃度 100、50、20、10μg/mLにした NSAIDsを添加し

20時間培養した。陰性コントロールとして 1 × 105 cells/wellの細胞浮遊液と培養液

を混合したものを用いた。培養後、MTT Cell Count Kitを用い、マイクロプレートリ

ーダにて 570nmで測定し、陰性コントロールに対する検体の OD 値を細胞生存率と

して算出した。 

 

6.  RAW264.7細胞の LPS惹起炎症に対する NSAIDs粒子径の影響 

RAW264細胞を 96穴プレートに 2 × 105 cells/wellで播種し、24時間前培養後、リ

ポポリサッカライド（LPS）（100 ng/mL、 Lipopolysaccharides from Escherichia coli 

O127:B8、 Sigma USA）および各種 NSAIDs添加した群を作成し、20時間培養後、

培養上清を測定サンプルとした。NSAIDsは、最終濃度 20、10 μg/mLとした。NSAIDs

を添加しコントロールには、NSAID の代わりに培養液を添加した。抗炎症作用の効

果は、NO および炎症性サイトカイン（IL-6、TNF-α）、プロスタグランジン E2（PGE2）

の測定を行い、評価した。NOの産生量の測定は、Griess法により定量した。 TNF-

αと IL-6 は、 ELISA kit （R & D Systems Inc.、 USA）を用いて測定した。PGE2 は、
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ProstaglandinE2 Assay Kitを用いて測定した。陽性対照としてデキサメタゾン（DEX）

を使用した。 

 

7. NSAIDsの皮膚透過試験および皮膚内濃度の測定 

7-1 NSAIDs含有クリームの作製 87） 

IMC、KET、PXCの原末およびナノ粒子を無水エタノールに懸濁し、親水クリーム

に混合する。配合濃度は、原末およびナノ粒子ともに市販されている医薬品の濃度に

準じ、1 w/w% IMCクリーム、3 w/w% KETクリーム、0.5 w/w% PXCクリームとした。 

 

7-2.  NSAIDsの皮膚中濃度の測定 88） 

ヘアレスマウス皮膚 Laboskin® （excised dorsal skin of hairless mice、 Hos: HR-1 male、 

7週齢、 株式会社星野試験動物飼育所）を使用した。フランツ縦形拡散セル （拡散

面積: 1.77cm2 レセプター容量: 12mL）を用いた。フランツ縦型拡散セルのレシーバ

ーチャンバーに Laboskin®の表皮側を上にして装着し、Laboskin®の表皮側に各被検

薬物 0.2 gを添加した。添加後、フランツセル自動経皮吸収試験システム（キースト

ンサイエンティフィック株式会社）に装着し、レセプター相には、PBSを添加した。

レセプター相を撹拌し、37 ℃に維持した。フランツ型縦型セルに装着した Laboskin®

を経時的に採取する（1cm2）。得られた皮膚を細切し、メタノールを加え、皮膚をホ

モジネートし、15,000rpmで 30分間、4 ℃で遠心分離後、上清を試料とし、試料の濃

度は、HPLCを用いて測定した。 
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用い各群 6匹に分類した。動物実験は、高知大学動物実験委員会の承認を受け、高知

大学医学部動物実験指針に準じて行った。 

 

8-2 被検薬物 

7-1で作製した同様の方法を用いて 0.5 w/w%、1 w/w%、3 w/w%の IMC クリーム、

KET クリーム、PXCクリームを作製し、用量反応試験を実施した。効力比較試験は、

市販されている医薬品の濃度に準じ、1 w/w% IMCクリーム、3 w/w% KETクリーム、

0.5 w/w% PXCクリームを用いた。 

 

8-3 カラゲニン足蹠浮腫モデルに対する効果 

ラットカラゲニン足蹠浮腫モデルは、5週齢 Wistar系雄性ラットの左後肢足蹟体積

を足容積測定装置（TK－101CMP、室町機械㈱）で測定した後、0.5%カラゲニン生理

食塩水溶液 0.1mLを左後肢足蹟皮下に注入し、直後に、各 NSAIDsクリームをガーゼ

（0.2g、6.25cm2）に塗布し、サージカルテープで固定した。各 NSAIDsクリーム塗布

0.5、1、2、3、4、6 時間後に足容積を測定し、起炎剤注入前の足蹟体積に対する増

加率を求め、浮腫率と薬剤塗布 6時間後までの浮腫率一時間曲線下面積（AUC）を算

出した。また、カラゲニン投与後 3時間での浮腫抑制率（%）および各濃度の浮腫抑

制率（%）より ED50値（%）を算出した。実験動物は、無処置群および基剤群、被検

薬物各群（原末群、ナノ粒子群）と分類し、すべて 6匹で実験を行った。 

 

 



 

8-4 

 アジュバント

測定した後尾基部皮内に

を 0.

た動物

ュバント接種後

6.25cm

1、3

前の右後肢体積からの差より求めた。

た、被検薬物

を算出した。実験動物は、無処置群および基剤群、被検薬物各群

群）

 

 

 

 

9. 

本研究で得られたデータは、平均値±標準誤差、または平均値±

得られたデータは、マウスマクロファージ細胞

は、一元配置分散分析法を用いて有意差検定を行った。各製剤の粒子径の差異は

間で

 アジュバント

アジュバント

測定した後尾基部皮内に

.1mL 注入した。アジュバント接種後

た動物（足腫脹率

ュバント接種後

6.25cm2）に塗布したものを

3、5および

前の右後肢体積からの差より求めた。

、被検薬物塗布

を算出した。実験動物は、無処置群および基剤群、被検薬物各群

）と分類し、

 統計解析

本研究で得られたデータは、平均値±標準誤差、または平均値±

得られたデータは、マウスマクロファージ細胞

は、一元配置分散分析法を用いて有意差検定を行った。各製剤の粒子径の差異は

間で t 検定を行い、危険率

アジュバント関節炎に対する効果

アジュバント関節炎モデルは、ラットの右後肢体積を後肢足蹄浮腫容積測定装置で

測定した後尾基部皮内に

注入した。アジュバント接種後

足腫脹率 80%以上

ュバント接種後 14日より右後肢関節部位に

に塗布したものを

および 7日に右後肢体積を測定した。右後肢体積変化量はアジュバント接種

前の右後肢体積からの差より求めた。

塗布後 7日目の各濃度における各濃度の治癒率

を算出した。実験動物は、無処置群および基剤群、被検薬物各群

、すべて 6

統計解析 

本研究で得られたデータは、平均値±標準誤差、または平均値±

得られたデータは、マウスマクロファージ細胞

は、一元配置分散分析法を用いて有意差検定を行った。各製剤の粒子径の差異は

検定を行い、危険率

関節炎に対する効果

関節炎モデルは、ラットの右後肢体積を後肢足蹄浮腫容積測定装置で

測定した後尾基部皮内にウシ型結核死菌

注入した。アジュバント接種後

以上）を右後肢腫脹が同程度になるよう群分けを行った。アジ

日より右後肢関節部位に

に塗布したものを 1日 1回、

日に右後肢体積を測定した。右後肢体積変化量はアジュバント接種

前の右後肢体積からの差より求めた。

日目の各濃度における各濃度の治癒率

を算出した。実験動物は、無処置群および基剤群、被検薬物各群

6匹で実験を行った。

本研究で得られたデータは、平均値±標準誤差、または平均値±

得られたデータは、マウスマクロファージ細胞

は、一元配置分散分析法を用いて有意差検定を行った。各製剤の粒子径の差異は

検定を行い、危険率 5 %未満
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関節炎に対する効果 

関節炎モデルは、ラットの右後肢体積を後肢足蹄浮腫容積測定装置で

ウシ型結核死菌の加熱死菌流動パラフィン懸濁液

注入した。アジュバント接種後 14日に右後肢体積を測定して関節炎

を右後肢腫脹が同程度になるよう群分けを行った。アジ

日より右後肢関節部位に各

回、7日間連続貼付した。

日に右後肢体積を測定した。右後肢体積変化量はアジュバント接種

前の右後肢体積からの差より求めた。また、薬剤投与後

日目の各濃度における各濃度の治癒率

を算出した。実験動物は、無処置群および基剤群、被検薬物各群

で実験を行った。

本研究で得られたデータは、平均値±標準誤差、または平均値±

得られたデータは、マウスマクロファージ細胞

は、一元配置分散分析法を用いて有意差検定を行った。各製剤の粒子径の差異は

未満（p<0.05）

 

関節炎モデルは、ラットの右後肢体積を後肢足蹄浮腫容積測定装置で

の加熱死菌流動パラフィン懸濁液

日に右後肢体積を測定して関節炎

を右後肢腫脹が同程度になるよう群分けを行った。アジ

各 NSAIDs

日間連続貼付した。

日に右後肢体積を測定した。右後肢体積変化量はアジュバント接種

薬剤投与後

日目の各濃度における各濃度の治癒率

を算出した。実験動物は、無処置群および基剤群、被検薬物各群

で実験を行った。 

本研究で得られたデータは、平均値±標準誤差、または平均値±

得られたデータは、マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7

は、一元配置分散分析法を用いて有意差検定を行った。各製剤の粒子径の差異は

）を有意差ありとした。また、

関節炎モデルは、ラットの右後肢体積を後肢足蹄浮腫容積測定装置で

の加熱死菌流動パラフィン懸濁液

日に右後肢体積を測定して関節炎

を右後肢腫脹が同程度になるよう群分けを行った。アジ

NSAIDsクリームをガーゼ

日間連続貼付した。NSAIDs

日に右後肢体積を測定した。右後肢体積変化量はアジュバント接種

薬剤投与後 7日の治癒率を算出した。

日目の各濃度における各濃度の治癒率（%

を算出した。実験動物は、無処置群および基剤群、被検薬物各群（

本研究で得られたデータは、平均値±標準誤差、または平均値±

264.7細胞を用いて得たデータ

は、一元配置分散分析法を用いて有意差検定を行った。各製剤の粒子径の差異は

を有意差ありとした。また、

関節炎モデルは、ラットの右後肢体積を後肢足蹄浮腫容積測定装置で

の加熱死菌流動パラフィン懸濁液（

日に右後肢体積を測定して関節炎

を右後肢腫脹が同程度になるよう群分けを行った。アジ

をガーゼ（

NSAIDsクリーム

日に右後肢体積を測定した。右後肢体積変化量はアジュバント接種

日の治癒率を算出した。

%）より ED

を算出した。実験動物は、無処置群および基剤群、被検薬物各群（原末群、

本研究で得られたデータは、平均値±標準誤差、または平均値±標準偏差で表した。

細胞を用いて得たデータ

は、一元配置分散分析法を用いて有意差検定を行った。各製剤の粒子径の差異は

を有意差ありとした。また、

関節炎モデルは、ラットの右後肢体積を後肢足蹄浮腫容積測定装置で

（6 mg/mL）

日に右後肢体積を測定して関節炎確立し

を右後肢腫脹が同程度になるよう群分けを行った。アジ

（0.2g、

クリーム塗布後

日に右後肢体積を測定した。右後肢体積変化量はアジュバント接種

日の治癒率を算出した。ま

ED50値（%）

原末群、ナノ粒子

標準偏差で表した。

細胞を用いて得たデータ

は、一元配置分散分析法を用いて有意差検定を行った。各製剤の粒子径の差異は 2群

を有意差ありとした。また、動物モデ

）
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ルを用いた抗炎症作用の検討では無処置群あるいは基剤群と各被検薬物間の比較は

ダネットの多重比較検定法を用いて行い危険率 5 %未満（p<0.05）を有意差ありとし

た。 
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