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研究成果の概要：皮膚内の加水分解活性を担う主な酵素としてカルボキシルエステラーゼを同

定し、この酵素をターゲットとした皮膚滞留型のアトピー性皮膚炎治療薬をデザインした。す

なわち、皮膚構造、酵素の存在部位および皮膚成分と薬物との親和性を考慮することにより、

皮膚患部での活性薬物濃度を維持し、持続的に薬理活性を示すことができる薬物を設計し評価

した。
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１．研究開始当初の背景
アトピー性皮膚炎、喘息、アレルギー性鼻炎
などのアレルギー疾患は増加傾向にあり、ア
トピー性皮膚炎については、小学児童の約
10％に発症が認められ、その内、中等症と軽
症は 95％以上である。このように、アトピー
性皮膚炎は軽症から中等症の割合が高いた
め、緩和な効果を示す薬や、掻痒に著効を示
す抗アレルギー薬などの外用薬が望まれる。
しかしながら、現在臨床応用されている治療

薬としては、ステロイド剤や免疫抑制剤タク
ロリムスなど薬効の強いものがほとんどで
ある。多くの抗アレルギー薬はその分子構造
に基づく物理化学的特性のために、皮膚吸収
性が悪く、外用剤として開発できないのが現
状である。本研究では角質層への移行・蓄積
性が良く、効果が持続する抗アレルギープロ
ドラッグの開発を目的として研究を着手し
た。
これまで、私は経口投与剤としてのプロドラ
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ッグの開発について検討しており、特にプロ
ドラッグの加水分解に関与するカルボキシ
ルエステラーゼの機能、臓器分布、種差につ
いて詳細に検討してきた。皮膚にもカルボキ
シルエステラーゼの発現は認められている
が、皮膚エステラーゼに関する情報は極めて
少なく、皮膚代謝におけるカルボキシルエス
テラーゼの寄与については明らかではない。
本研究では、皮膚に存在するエステラーゼを
これまでの研究手法を用いて明らかにし、さ
らに、標的酵素を利用したプロドラッグ設計
を目的として研究を開始した。

２．研究の目的
外用剤の皮膚吸収性に関するバリアーは、皮
膚そのものの構造に由来している。すなわち、
皮膚最外層の角質層は疎水性バリアーとし
て親水性薬物の透過を阻止し、角質層に続く
表皮・真皮は比較的親水性であるため、疎水
性薬物の透過を阻止する。特に、角質層の疎
水性バリアーを克服することが、皮膚投与製
剤開発の最大のポイントである。多くの抗ア
レルギー薬も同様に、第一のバリアーである
角質層への移行が不十分である。このように、
生体防御として皮膚が備えた二段構えの構
造上の特徴のために、皮膚適用製剤の開発に
は制限があり、薬理活性の優れた医薬品を皮
膚に適用することができないのが現状であ
る。
プロドラッグはこのような皮膚の特徴を凌
駕したドッグデザインと言える。すなわち、
薬物の親水基（水酸基、カルボキシル基など）
をエステル修飾すると、薬物全体の疎水性が
向上する。さらに、プロドラッグの分子構造
によって、角質層に対する移行性・蓄積性を
コントロールできる。角質層は死細胞である
ため、プロドラッグのエステル結合は化学的
な加水分解のみを受け、酵素加水分解から保
護される。角質層の下層に位置する表皮・真
皮は生細胞から構成されるため、細胞内に存
在するエステラーゼがプロドラッグを加水
分解する。したがって、プロドラッグを皮膚
に投与した場合、プロドラッグは角質層に蓄
積され、その後、徐々に表皮に移行して、エ
ステラーゼによる加水分解を受けて、親薬物
に変換され、表皮および真皮で薬効を示す。
皮膚適用プロドラッグは単純明解なストラ
テジーに基づくにも関わらず、これまでにエ
ステル化を利用したドラッグデザインの例
としては、ステロイド化合物の活性増大を目
的としたエステル体（アンテドラッグ）のみ
である。プロドラッグの概念を利用した皮膚
投与剤の開発が少ない理由の一つは、皮膚に
発現する酵素の種類や発現レベルなどが明
らかではないことである。
そこで、本研究では皮膚に発現する加水分解

酵素を同定し、発現量の多い酵素をターゲッ
トとしたプロドラッグの設計を目的として、
研究を開始した。モデル薬物として、抗アレ
ルギー薬のフェキソフェナジン(FXD)を選択
し、皮膚エステラーゼ感受性の FXD プロドラ
ッグを合成し、その皮膚透過性並びに加水分
解特性について検討した。さらに、実験動物
として選択したラット皮膚とヒト皮膚に発
現する酵素の相違についても検討を加えた。
また、皮膚エステラーゼの年齢による発現変
動について検討し、皮膚投与を目的としたプ
ロドラッグ化の有用性を評価した。

３．研究の方法
（１） ヒトおよびラット皮膚に発現する
加水分解酵素の同定およびその酵素の発現
レベルをタンパク質および mRNA 量により解
析した。最終的に、ヒトにおける薬物動態は
in vitro実験から速度論的手法により予測す
るが、速度論モデルの妥当性を評価するため
に、モデル動物としてラットを利用した。

（２） 7 週、46 週、90 週のラット皮膚の
mRNA レベルを測定した。また、皮膚ホモジネ
ート 9000g 上清（S9）を調製し、Native PAGE
で展開したゲルをエステラーゼ活性を利用
して染色した。また、p-ニトロフェノールエ
ステル誘導体等の加水分解速度を定量した。
さらに、エステル形成反応に対する触媒活性
について、安息香酸誘導体を用いて検討した。

（３） 抗アレルギー薬 FXD のエステル体
（メチルエステル（M-FXD）およびエチルエ
ステル（E-FXD））を合成し、皮膚 S9 におけ
る加水分解活性を検討した。また、皮膚投与
剤に添加されることの多いアルコールによ
る加水分解阻害効果を検討した。

（４）Flow-through タイプの拡散セルを用い
て、E-FXD のラット皮膚透過実験を行った。
経時的にレセプター相およびドナー相の薬
物濃度および皮膚内濃度を測定して、皮膚取
り込み速度、透過速度並びに皮膚透過中の加
水分解速度を解析し、E-FXD の皮膚内動態を
明らかにした。

４．研究成果
（１） Native PAGE 及び RT-PCＲの結果か
ら、ラットおよびヒト皮膚には加水分解酵
素として、主に、カルボキシルエステラー
ゼ（CES）が存在することを見出した。CES
の中で、異物代謝に関わるファミリーは
CES1 と CES2 ファミリーであるが、両動物の
皮膚には、主に、CES1 ファミリーが発現す
ることが示された。すなわち、ヒト皮膚に
は CES1Ａ1(hCE1)，ラット皮膚には CES1 フ



ァミリーの中でも特に、Hydrolase A が高発
現した。

（２） ラット CES1 に分類される酵素は、
少なくとも 4 種存在するが、ラット皮膚に
は Hydrolase A が高発現しており、精巣、
肺における CES 発現パターンと類似した。
また、基質認識性もこれらの臓器と類似し
た。しかしながら、皮膚 S9 の加水分解活性
は、他の臓器の S9（肝臓・腎臓・精巣・空
腸・肺）と比較して、組織蛋白質あたりの
発現量が低いため、その活性は極めて低か
った。

（３） ラット Hydrolase A とヒト CES1Ａ1
は基質認識性が広く、多くの化合物を加水
分解した。また、エステル形成反応の触媒
活性について、主にヒト CES1Ａ1 で検討し
た。その結果、アルコールの添加により、
安息香酸誘導体は加水分解されると同時に、
添加したアルコールと新たにエステルを形
成した。特に、疎水性アルコールの添加に
よって、加水分解速度よりもエステル生成
速度が上回る結果を示した。

（４） 加齢による CES 発現変動について、
7、46、90 週齢ラットを用いて検討した結果、
Hydrolase A の mRNA レベルは加齢に伴って
増大し、皮膚 S9 の Native PAGE でのバンド
強度も増大した。また、７週齢皮膚 S9 の加
水分解の基質特異性は、Hydrolase Aに加え、
他のエステラーゼの寄与も大きかったが、
90週齢皮膚S9の加水分解活性は７週齢に比
べて増大したと同時に、その基質特異性は
Hydrolase Aのみで説明できるパターンに変
化した。
一方、肝臓ミクロソームにおける CES 発現
に関しては、Hydrolase A を含む 4種の CES1
ファミリー酵素は加齢に伴って低下し、
CES2 ファミリー酵素の発現が増大した。ま
た、肝臓ミクロソームとしての加水分解活
性は、CES1 ファミリー酵素の発現増大を反
映して、加齢に伴って増大した。
このように、加齢に伴う CES アイソザイム
の発現変動は臓器によって異なることが明
らかとなった。特に、皮膚における加水分
解活性は年齢とともに増大する傾向にあり、
プロドラッグとしての変換効率が年齢とと
もに低下しないことが明らかとなった。

（５） 抗アレルギー薬フェキソフェナジ
ン（FXD）は両親媒性化合物であり、等電点
の pH7 付近で最大の疎水性を示す化合物で
ある。FXD のカルボン酸をエステル化するこ
とにより、プロドラッグは塩基性化合物と
なり、低い pH 領域での溶解度は高かった。
しかしながら、logPC （n-octanol/ pH7.4

phosphate buffer）は FXD が 0.31、M-FXD
で 2.91、E-FXD では 3.34 といずれも大きな
値を示し、脂溶性の増大が確認された。

（６） FXD プロドラッグは皮膚 S9 で加水
分解され、反応速度論的解析の結果、単一
酵素による加水分解であることが示された。
各種エステラーゼに対する特異的阻害剤を
用いた実験から、皮膚 S9 における FXD プロ
ドラッグの加水分解は、主に CES が担って
いることが示された。速度論的パラメータ
ーは、Km値がM-FXDで25μM，E-FXDで7.5μM
であり、皮膚エステラーゼとの親和性は比
較的高いことが明らかになった。しかし、
酵素発現量が少ないために、最大活性は低
いことが明らかとなった。
さらに、反応系にアルコールを添加すると
加水分解活性は著しく阻害され、添加した
アルコールとのエステル誘導体が新たに生
成した。

（７） ラット皮膚におけるE-FXDの透過実
験を行ったところ、E-FXD の角質層への取込
みは良好で、高濃度で角質層に蓄積した。
この角質層への蓄積は E-FXD が疎水的であ
ることに加えて、塩基性であるためと考え
られた。E-FXD は皮膚透過中に完全に加水分
解され、FXD としてのみ皮膚を透過し、レセ
プター相には E-FXD は全く透過しないこと
が明らかとなった。生きた表皮・真皮中に
E-FXD は Km 値よりも高い濃度で存在したこ
とから、皮膚内の加水分解は飽和し、FXD は
加水分解速度律速で皮膚を透過すると考え
られた。さらに、E-FXD 自身はレセプター相
に全く透過しないことから、E-FXD は真皮・
表皮においても角質層と同様に皮膚成分と
相互作用して安定に存在するものと推察さ
れた。
親薬物の FXD を皮膚に適用した場合のレセ
プター相への薬物の透過性と比較すると、
透過係数はE-FXD を投与した場合に約20倍
高い値を示し、角質層への E-FXD の移行性
の良さが、皮膚透過の増大に寄与している
ものと考えられた。
また、表皮で加水分解生成した FXD はレセ
プター相だけでなく，ドナー側にも出現し、
その Flux はレセプター側の 2 倍であった。
この皮膚から体外への加水分解生成物の排
出メカニズムを解明するに至らなかったが、
単なる受動拡散以外にトランスポーターに
よる汲み出しも関与する可能性が示唆され
た。
このように、E-FXD は塩基性で脂溶性が高い
という特徴のため、角質層に速やかに分
配・蓄積し、生きた表皮及び真皮に徐々に
移行したのち、CES によって加水分解を受け
ることが明らかとなった。また、表皮・真



皮で生成した FXD は薬理活性を示し、血中
には親薬物の FXD のみが、加水分解速度に
応じた速度で移行することが明らかとなっ
た。

今回得られた知見は、皮膚エステラーゼ活
性を利用したプロドラッグ化の有用性を示
すものであり、経皮投与に問題のある薬物
を皮膚投与剤として開発する際の有益な情
報と考えられる。さらに、修飾基の工夫に
より、加水分解活性や皮膚成分との親和性
をコントロールした長時間滞留型のプロド
ラッグ、皮膚の初回代謝を利用した全身作
用型プロドラッグ、皮膚内で加水分解受け
ずに全身循環に移行するプロドラッグなど、
種々のタイプのプロドラッグの開発が可能
であると考えられる。
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