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研究成果の概要（和文）：本研究では、脳神経系へのバイオ医薬デリバリー戦略の構築を目的として、再現性の
高いNose-to-Brain移行動態解析手法を新たに確立し、種々の機能性ペプチド修飾ナノ粒子や水溶性モデル分子
の脳内移行動態を解析することで、膜透過性ペプチド修飾ナノミセルを併用したNose-to-Brainデリバリー戦略
が、脳や脊髄への水溶性モデル分子の分布を向上させることを明らかとした。さらに、中枢移行性の悪い核酸医
薬やペプチド薬を搭載した膜透過性ペプチド修飾ナノミセルのNose-to-Brainデリバリ―が、脳虚血再灌流障害
マウスや筋萎縮性側索硬化症マウスに対する優れた治療効果を発揮することを実証した。

研究成果の概要（英文）：In this study, in order to develop the biomedicine delivery strategy into 
the brain/CNS, a highly reproducible nose-to-brain transport dynamics analysis method have been 
newly established. In addition, the transport dynamics in the brain of various functional 
peptide-modified nanoparticles and hydrophilic model molecules have been analyzed, and it was 
clarified that the distribution of hydrophilic molecules in the brain and spinal cord is improved by
 using nose-to-brain delivery strategy combined with membrane-permeable peptide-modified 
nanomicelles. Finally, it has been demonstrated that nose-to-brain delivery of nucleic acid and 
Peptide medicine with membrane-permeable peptide-modified nanomicelles have exerted excellent 
treatment effects in cerebral ischemia-reperfusion injury and amyotrophic lateral sclerosis model 
mice. 

研究分野： 物理系薬学

キーワード： Nose-to-Brain　膜透過性ペプチド　ナノミセル　経鼻投与　脳内デリバリー　バイオ医薬　筋萎縮性側
索硬化症　脳虚血再灌流障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた成果は、脳中枢神経系へのバイオ医薬デリバリー技術の開発に関する重要な情報を提供するも
のと期待される。また、本研究で開発した膜透過ペプチド修飾ナノ粒子を併用したNose-to-Brainデリバリー技
術は、現在のところ有効な治療薬・治療法のないあらゆる難治性脳脊髄疾患に対する非侵襲的薬物治療法開発に
おける重要な基盤技術となり得ると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、BBB を介さずに薬物を脳内へ送り込む新たな手段として、鼻腔より鼻粘膜を介して脳へ

移行する Nose-to-Brain 経路が報告されている 1,2)。 この経路は、非侵襲的かつ直接的に脳内に
薬物を送達できることから、様々な薬物に対して活発に研究されている。 しかしながら、現在
までの 研究では、Nose-to-Brain 経路を利用した薬力学的効果を示す報告が中心であり、動態
学的解析を基にした鼻から脳への移行動態の解析はほとんど行われていないのが現状である 3)。 
そのため、脳内で効果的な薬理活性を示すために重要な移行経路（嗅神経経路・三叉神経経路・
CSF 経路） やナノキャリアの特性は明らかではなく、薬物の特性に合った効果的な Nose-to-
Brain 移行経路やナノキャリアの設計基準は、未だ確立されていない。 
一方、研究代表者はこれまで、核酸医薬の Nose-to-Brain デリバリーについて検討し、鼻粘膜

透過過程で核酸医薬が大きく消失していることを突き止め、さらに鼻粘膜透過性ナノキャリア
を開発し組み合わせることで、脳内へ核酸が効率的に送達されることを実証している。またこの
とき、ナノキャリアによる脳内移行過程において、嗅神経経路や三叉神経経路が大きく関わって
いることを見出している。このように、研究代表者は、①ナノキャリアの併用が Nose-to-Brain
による脳内への薬物送達方法として有効であること、またこのとき、②ナノキャリアの移行動態
を詳細に解析することで、目的とする薬物に合った効果的な脳内デリバリー戦略を構築できる
可能性に着目していた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、再現性の高い Nose-to-Brain 移行動態解析手法を新たに確立し、種々の機能性ペ

プチド修飾ナノ粒子による水溶性モデル分子の脳内移行動態解析に基づいて Nose-to-Brain デ
リバリーを向上させるナノキャリアを明らかとし、これを利用した非侵襲的かつ効果的な脳神
経系へのバイオ医薬デリバリー戦略の構築とその脳神経系疾患モデルマウスに対する治療効果
を検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 経鼻投与方法 
本研究では、Hirai らの方法 4)を基に実験動物への負担の少ない吸入麻酔下で、安定的に経鼻

投与できる鼻腔内投与法を構築した。外科的手術によって、食道から鼻腔内へカニューレを通し、
そこにシリンジポンプをつなげるこ
とで、吸入麻酔下で食道側から直接鼻
腔内へ薬液を定速で送り込む方法（鼻
腔内投与）である（図１）。これによ
り、従来のピペットによる経鼻投与で
は回避できなかった投与時の粘膜繊
毛クリアランスによる食道や気道側
への流出を防ぐことが期待される。 
 
(2) Nose-to-Brain 移行動態の蛍光イメージング観察 
 蛍光標識した種々の水溶性モデル分子およびナノ粒子をマウスに経鼻投与後、一定時間に摘
出した嗅球、脳、延髄、脊髄ならびに三叉神経の蛍光分布を in vivo 蛍光イメージング装置で
観察した。 
 
(3) Nose-to-Brain 移行動態の定量的評価 
放射性核種である[3H]および[14C]で標識した種々の水溶性モデル分子およびナノ粒子をマウ

スに経鼻投与し、一定時間後に摘出した嗅球、脳、延髄および脊髄中の放射活性を液体シンチレ
ーションによって測定し、投与量に対する各組織中の分布量を算出した。 
 
(4) 脳虚血再灌流障害モデルマウスにおける治療効果の検証 
脳虚血再灌流障害モデルマウスは、栓糸による一過性中大脳動脈閉塞（t-MCAO）法を用いて作

製した。虚血 2時間後に再灌流した直後に NF-κBを標的とした siRNA（抗 NF-κB siRNA）を単
独および Tat ミセルと併用して経鼻投与し、虚血 2時間-再灌流 22 時間後の炎症性サイトカイ
ンの mRNA 発現抑制効果、梗塞体積および神経学的スコアを評価した。 
 

(5) 筋萎縮性側索硬化症モデルマウスにおける治療効果の検証 
希少疾病である筋萎縮性側索硬化症に対して神経保護作用が報告されているペプチド性薬物

のシクロスポリン A(CysA)を Tat ミセルに封入して、代表的な重症モデルである human SOD1
（hSOD1）（G93A 変異体）トランスジェニック（ALS-G93A）マウスに経鼻投与した。CysA/Tat ミ
セルの経鼻投与は、運動機能低下が始まる 105 日齢から週 5 回計 2 週間行った。CysA 単独経鼻
投与および腹腔内投与も行った。治療効果は、Rota-rod による経日的な運動機能のモニターお
よびウエスタンブロットによる β-アクチン発現量に対する運動ニューロンマーカー（SMI-32）
の相対的な発現量から評価した。 
 

図１ 鼻腔内投与の概略図 



４．研究成果 
(1) 水溶性モデル分子の Nose-to-Brain 移行動態の解析 
種々の水溶性モデル分子を鼻腔内投与法で経鼻投与した際の脳内移行動態を蛍光イメージン

グならびに放射性核種標識体による定量的解析によって検証した。はじめに、蛍光標識水溶性高
分子デキストラン（MW:3,000，10,000）とエバンスブルーを結合したアルブミン(MW:66,000)の
脳内分布を蛍光イメージング装置で観察した結果，いずれも三叉神経や嗅球、さらには延髄・橋
に強い蛍光が認められた．さらに，[14C]-水溶性高分子イヌリン（MW:5,000）を用いて定量的に
脳内分布を評価した結果，鼻腔内投与による[14C]-Inulin の脳内移行性は，いずれの部位におい
ても，顕著に高い脳内分布を示し，三叉神経、嗅球，延髄，脳実質の順に高かった．一般に，Nose-
to-Brain による脳内分布は嗅神経が投射する嗅球や三叉神経が投射する延髄で高くなることが
報告されていることから，鼻腔内投与された水溶性分子は，Nose-to-Brain 経路を介した脳内移
行を示すことが示唆された． 
 
(2) 異なる表面特性のリポソームの Nose-to-Brain 移行動態の解析 
近年、薬物やバイオ医薬の経鼻投与による脳への薬物送達（Nose-to-Brain デリバリー）は、

ナノキャリアを併用することで向上できることが報告されているものの、それらナノキャリア
の特性による脳内分布の相違については不明な点が多い。そこで、代表的なナノキャリアである
リポソームを用いて異なる表面電荷リポソームを調製し、それらの経鼻投与後の脳・脊髄内分布
について定量的に比較検討した。リポソームは薄膜水和法を用いて調製し、水和後に超音波ホモ
ジナイザーを用いて約 100 nm とした。PEG 脂質を含む中性脂質 DOPC/[3H]-Cholesterol を基本
構成とし、そこに、正電荷脂質 DOTAP や負電荷脂質 DOPS を加えることで、正電荷、負電荷、中
性電荷の[3H]-PEG リポソームをそれぞれ調製した。結果より、100 nm 程度のリポソームはいず
れの表面電荷においても脳・脊髄内への分布が認められ、特に PEG を修飾した中性電荷リポソー
ムが最も高い分布を示した。よって、Nose-to-Brain デリバリーにおいて、100 nm 程度の PEG 修
飾した中性電荷付近のナノキャリアが、脳・脊髄の広範囲に送達できる可能性が示唆された。 
 
(3) ナノキャリアの設計と水溶性高分子の脳内移行性の向上効率の定量的評価 
ナノキャリアとして、膜透過性ペプチド Tat を修飾した PEG 高分子ミセル（Tat ミセル）を設

計した。Tat ミセルの物性は、(2)の検討から Nose-to-Brain による高い脳内移行性が期待され
るわずかな正電荷を示す 80 nm 程度の物性を示した。モデルバイオ医薬として[14C]-デキストラ
ン（分子量 10,000、[14C]-DEX）を用いて、Tat ミセルによる脳内移行性の向上効率について定量
的に検討した。その結果、Tat ミセルは、[14C]-DEX 単独投与と比較して、投与後早期から脳や脊
髄における分布が顕著に向上した。よって、Tat ミセルは経鼻投与による水溶性高分子の脳内移
行性を向上させることを定量的に明らかとした。 
 

(4) Tatミセルを併用したバイオ医薬のNose-to-Brainデリバリーによる脳神経系疾患モデル動
物に対する治療効果 
はじめに、t-MACO マウスに対して、抗 NF-κB siRNA を Tat ミセルと併用して経鼻投与した際

の神経保護効果を検証した結果、Tat ミセル併用抗 NF-κB siRNA 経鼻投与群は、未治療群や抗
NF-κB siRNA 単独経鼻投与に比べて、神経保護効果の指標である梗塞体積の増大や脳虚血領域
における炎症性サイトカインの mRNA 発現量を顕著に抑制した。次に、希少疾病である ALS-G93A
マウスに対して、CysA/Tat ミセルを経鼻投与した際の治療効果を検証した結果、CysA/Tat ミセ
ルの経鼻投与群は、CysA 単独経鼻投与群および腹腔内投与群で認められた運動機能の低下と
SMI-32 発現減少を顕著に抑制した。 
 
以上より、Tat ミセルを用いた Nose-to-Brain デリバリー技術は、希少疾病を含む脳神経系疾

患に対する有用なバイオ医薬デリバリー技術となることが期待される。 
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