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研究成果の概要： 
微粒子の皮内デリバリーは、エレクトロポレーションの使用により可能であることが明らかと

なった。微粒子の皮内デリバリー方法の確立は、ワクチンデリバリーだけでなく放出制御型、

pH 制御型および温度制御型微粒子製剤の皮内デリバリーを可能とすると考えられ、この研究

結果は、新たな皮膚を介したデリバリーの一歩として非常に有用であると考える。しかしなが

ら、微粒子の物理化学的性質（粒子径、ゼータ電位、粘弾性など）と皮内デリバリー効率や皮

内分布など多くの検討がまだまだ必要であり、早急に検討が必要であると考える。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 800,000 0 800,000  

2007 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2008 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度    

  年度    

総 計 3,400,000 780,000 4,180,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：物理系薬学 
キーワード：ナノベシクル、ナノスフェア、経皮送達、TDDS 
 
１．研究開始当初の背景 

ナノテクノロジーの発展により、ナノおよ
びマイクロ粒子をキャリアとしたデリバリ
ーが可能になりつつある。ナノおよびマイク
ロ粒子の投与ルートとして経口ルート 1)だけ
でなく、眼、皮膚、鼻、肺など 2-6)の非経口ル
ートがある。後者のうち、特に皮膚はそのア
クセスのし易さから大変注目されており、す
でに化粧品分野では、リポソームなどの脂質
キャリアを用いたデリバリーが検討されて
いる 4)。しかしながら、皮膚の最も外側に位
置する角層は、外界からの異物侵入の防御能
を有しており、化学物質が皮膚を透過する際

の最大のバリアとなっている。そのため、ナ
ノまたはマイクロ粒子を皮膚に適用しても
角層を透過させることは困難であり、皮膚に
適用したナノ粒子は角層表面に留まるか、毛
嚢などの付属器官に集積するとの報告があ
る 3,7,8)。一般的に皮膚は分子量 500 Da 以上
の物質の透過性が極めて低いことが知られ
ている 9)。したがって、ナノ粒子を皮内に送
達させるためには、物理的手法の助けを借り
て、角層バリアを回避する投与方法の使用が
必要となる。すでに、物理的手段である無針
注射器を使用することにより、治療用タンパ
ク質、ワクチンや p-DNAの皮内送達が可能で
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あることが報告されている 10-14)。さらに、微
粒子製剤の皮内送達部位をコントロールす
ることが出来れば、製剤修飾を施した粒子か
らの様々な薬物送達が可能になると考えら
れ、送達部位を薬の貯留部位とした新しいド
ラッグデリバリーシステムの構築が可能と
なる。しかしながら、微粒子の皮内デリバリ
ーについて十分な検討が行われていない。 
 
２．研究の目的 
 現在の医薬品開発はハイスループットシ

ステム（HTS）の採用で著しく加速された

。しかし、治療薬数が増えても生体膜透過

の改善はいかんともしがたい。加えて生体

液中で不安定な医薬品キャンディデートも

多く、製剤化と治療薬送達法が今後の医薬

品開発のキーポントになることは間違いな

い。 
 経口剤中心の医薬品開発はHTSで作られ

たキャンディデートを無駄に捨てることに

もなる。投与ルートとしての皮膚と皮膚適

用製剤は、QOLやアドヒアランス（患者が

治療の中心であるという考え）からみても

経口剤（消化管）に匹敵するばかりか、現

在注目を浴びているナノマテリアルを有効

に利用できる最良の投与部位でもある。加

えて、マイクロニードルや無針注射器の開

発が「貼付型注射剤」または「注射型貼付

剤」という概念をもたらし、もはや皮膚は

透過性が極めて低い生体膜と考えるべきで

はない段階にきた。 
 このような考え方は以前より格段に理解

され認知されてきたものの、治療薬、製剤

、生体膜透過促進法を組み合わせた一般的

な概念はまだない。 
 本研究を通じ、治療薬を含有したナノベ
シクルやナノスフィアが角層を透過し、薬
効を表すことが明らかになれば、現在の医
薬品開発法に新しい見方ができるようにな
ると考える。 
 
３．研究の方法 
3.1. Materials and animals 

モデル粒子として用いた fluoresbrite® YG 
carboxylate microspheres（粒子径 0.5 およ
び 6.0 µm ） は Polysciences, Inc. 
（Warrington, PA, U.S.A.）より購入した。
また、比較に用いた透過物質として sodium 
fluoresce および分子量 4,000 の fluorescein 
isothiocyanate dextran （それぞれ FL、FD-4
と略記）（Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo, 
U.S.A.）を用いた。その他の試薬および溶媒
は市販の特級および HPLC 用を用いた。 
体重 200-250 g の雄性ヘアレスラット

（WBN/ILA-Ht）は城西大学生命科学研究セ
ンター（埼玉、Japan）または石川実験動物
研究所（埼玉、Japan）から購入した。ブタ
耳皮膚は埼玉実験動物（埼玉、Japan）から
購入した。三次元培養ヒト皮膚モデルである
Living Skin Equivalent-high （ 以 下
LSE-high と略記）は東洋紡績株式会社（大
阪、Japan）から購入した。 
 
3.2. In vitro skin permeation study 
ポリスチレン粒子の皮膚透過性評価にはブ

タ耳皮膚を用いた。ブタ耳皮膚は毛を除毛し、
真皮下にある脂肪を剃刀で丁寧に取り除い
た。皮膚を有効透過面積 1.77 cm2 の Franz
型拡散セルに挟み 24)、角層側に phosphate 
buffered saline(PBS) 溶 液 で分散 させた
（ 3.64× 1010 particles/mL for 0.5 μm 
spheres or 2.10 ×107 particles/mL for 
6.0 μm spheres）ポリスチレン粒子懸濁液 1 
mL を、真皮側に PBS を 6 mL 適用した。実
験中セルの温度は 32ºC に保ち、両セル内は
スターヘッド型攪拌子をマグネティックス
ターラー（マルチスターラーMC-301、サイ
ニクス、東京、Japan）により回転させるこ
とで攪拌した。12 時間の粒子適用の後、角層
側に適用したポリスチレン粒子を取り除く
目的で、角層側を PBS で丁寧に洗浄した。
洗浄後皮膚は、粒子の皮内分布を観察するた
め Tissue-Tek® OTC compound（Miles, Inc., 
Elkhart, IN, U.S.A.）に包埋し、-80°C 保存
した。 
Hydrophilic fluorescence compounds（FL 

and FL-Na）の皮膚透過評価にはヘアレスラ
ット皮膚と三次元培養皮膚を用いた。 ペン
トバルビタールナトリウム（50 mg/kg）麻酔
下、ヘアレスラット腹部皮膚を剃毛処理した
後左右から 1 枚ずつ摘出した 23)。ただし、
stripped skin の場合はセロハンテープ（セロ
テープ®、ニチバン株式会社、埼玉）で 20 回
ストリッピング処理し 22)、角層を完全に除去
した後摘出した。三次元培養ヒト皮膚モデル
は、LSE-high をそのまま使用した。各皮膚
を side-by-side diffusion cell（有効透過面積
0.95 cm2）21, 25) に挟み、角層側に PBS で調
製した 1 mM の FL もしくは 0.25 mM の
FD-4 溶液 2.5 mL を、真皮側に PBS を 2.7 
mL 適用した。実験中のセルの温度やスター
ラーの条件はポリスチレン粒子適用時と同
様であった。経時的に真皮側から 0.4 mL サ
ンプリングし、その都度、同容量の PBS を
補充した。採取した溶液をサンプル溶液とし、
サンプル溶液中の薬物濃度を測定して皮膚
透過性を計算した。なお、FL と FD-4 の定量
には、蛍光分光光度計（RF5300PC, 島津製
作所, 京都、Japan）を用いた。なお、条件
は共に、Ex: 490 nm, Em: 520 nm である。 
 



 

 

3.3. Preparation of skin section 
Tissue-Tek® OTC compound に包埋・凍結

した皮膚をクライオスタット（CM3050S, 
LEICA, Wetzlar, Garmany）を用いて、垂直
および水平方向に厚さ 20 µm に薄切した。作
成した皮膚切片の蛍光画像は、蛍光顕微鏡
（CK40、OLYMPUS、 東京、Japan）によ
り観察した。 

 
４．研究成果 
 ナノもしくはマイクロ粒子は、健常な角層
を透過しないとの報告がある 3, 18, 19, 20)。そこ
で、粒子の皮膚分配と皮内デリバリーの可能
性について検討するため、水溶性蛍光マーカ
である FL と FD-4 をヘアレスラット皮膚の
浸透ルートを観察した。また、付属器官を持
たない皮膚モデルとして、LSE-high を 
 
使用した。Figure 1 にヘアレスラット摘出皮
膚と LSE-high を介した FL と FD-4 の透過
性の time course を調べた結果を示す。いず
れの蛍光マーカでもヘアレスラット皮膚透
過性が認められたが、LSE-high 透過性は認
められなかった。Figure 2 に両モデル蛍光薬
物をヘアレスラット皮膚および LSE-high 
に 6 時間適用した後の皮膚中の分布を示す。
FL は角層および毛嚢に分布を示す高い明度
を示すのに対し、FD-4 は毛嚢特異的に高い
明度がみられた。一方、3 次元培養皮膚モデ
ルを用いた場合では、両モデル蛍光物質とも
に皮膚の浅い部分にのみ蛍光が認められ、分
子量が大きい FD-4 を適用した場合の方が、
FL を適用した場合よりより皮膚の浅い部分
にのみ分布が認められた。これらの結果より、
分子量が大きくなるにつれて、毛嚢などの付
属器官の寄与が大きくなることが示唆され
た。また、毛嚢などの付属器官の有無により
今回用いたモデル蛍光薬物の皮内分布は、大
きく異なることが分かった。 

次に粒子径が 0.5 µm のポリスチレン粒子
をブタ皮膚に適用した後の粒子分布部位に
ついて調べた。Figure 3(a)は、ポリスチレン
粒子を 12 時間適用した後の毛嚢周辺部位の
皮膚垂直切片画像を透過型顕微鏡像を、
Figure 3 (b)および(c)は、Fig. 3(a)の指示部分
の蛍光顕微鏡画像を示す。Fig. 3 (b)および(c)
より、ポリスチレン粒子は毛嚢開口部や毛嚢
に多く粒子が集積していることが分かった。 
次に、毛嚢部分の皮膚水平切片を作成し、ポ
リスチレン粒子の毛嚢への侵入深さを観察
した。Figure 4 に毛嚢部分を角層表面から真
皮側へ向かって厚み 20 µm の皮膚切片の蛍
光顕微鏡像を示す。この結果から、ポリスチ
レン粒子は、皮膚表面から深さ 100 µm 程度
まで毛嚢に沿って侵入していることが認め
られたが、深さ 200 µm 以下にはではポリス
チレン粒子の侵入しないことが認められな
かった。 
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Fig.1  Cumulative amount of 

hydrophilic fluorescent compounds, FL 

(a) and FD-4 (b), through hairless rat 

skin() and LSE-high(). Data are 

represented as the mean ± S.E. of 3-4 
experiments.  

 



 

 

 

 

 
Fig. 2  Histological observation of 

hairless rat intact skin (a, b)  and 

LSE-high (c,d) after application of FL (a, 

c) and FD-4 (b, d). S.C. and H.F. are 

abbreviation for stratum corneum and 

hair follicle, respectively.   

(a, b): fluorescent derive from FL or 
FD-4 was observed surface of skin 
and in hair follicle in rat skin, (c, d): 
fluorescent derive from FL or FD-4 

 

Fig. 3  Histological observation of 

excised porcine ear skin 12 h after 

application of 0.5 µm polystyrene 
particles. a: light micrograph 

observation of vertical slice. b and c : 

fluorescent micrograph observation of (b 

or c) area in Fig. 3(a). Each bar shows 

200 µm.  (b, c): polystyrene particles in 
opening of hair follicle and surface of 

hair shaft. 



 

 

 
毛嚢などの経付属器官には、分子半径の大

きな化学物質やサブミクロンの粒子が速や
かに分布すると思われたので、毛嚢のような
新たなルートを角層に形成すればナノサイ
ズやマイクロサイズの粒子を皮内に効率よ
くデリバリーする可能性が考えられた。そこ
で、物理促進手段として用いられているエレ
クトロポレーションに注目し、粒子の皮内デ
リバリーの有用性について検討した。 
Figure 5 にエレクトロポレーション適用お
よび未適用 12時間後の 0.5 および 6.0 µmの
ポリスチレン粒子の皮膚表面および皮内分
布を観察結果を示す。エレクトロポレーショ
ンを適用しない場合には、Fig 5(a)および(c)
から明らかなように、皮膚内には粒子の分布
は全く認められなかった。一方、エレクトロ
ポレーションを適用した場合には、粒子が皮
膚の浅い部分に非常に多く認められ、毛嚢な
どの付属器官を介さずに、皮内へ粒子を送達
することができた。これは、0.5 µm の粒子だ
けでなく、6 µm の粒子でも同様の結果が認
められた。 
 
Discussion 

LSE-high は毛嚢などの付属器官が欠損し
ているものの、LSE-high を介した薬物の透
過性は、分子量 122~236、-1.5<log Ko/w<2.1
の物理化学的性質を有する薬物では、ヒト皮
膚、ブタ皮膚およびヘアレスラットの摘出皮
膚の透過性と非常に良好な相関性が得られ
ている 21)。したがって、これらの範囲の物理
化学的性質を有する薬物の主な皮膚透過ル
ートは、角層実質ルートである可能性が考え
られた。これは Schuplein が、皮膚適用直後
の低分子化学物質の皮膚浸透性に毛嚢など
の経付属器官が重要な役割を果たしている
が、付属器官の皮膚表面積に占める割合がわ
ずか 0.1%と小さく、付属器官が薬物の皮膚
透過性に及ぼす寄与は低いと報告 18)した結
果と一致している。 
500 Da rule からも推定されているように、

分子量が 500 Da 以上の薬物を皮膚からデリ
バリーする場合、インスリンのように化学促
進剤や物理的手段による皮膚透過性の改善 
 

 
Fig. 4  Localization of penetrating 0.5 

µm polystyrene particles in the hair 
follicle. Fluorescence images (a-d) are 

horizontal slicing at different depth from 

skin surface  of excised porcine ear skin 

12 h after application of particles. a: ~20 

µm, b: 40~60 µm, c: : 80~100 µm, d: 

200~220 µm. Each bar shows 100 µm. 

(a): polystyrene particles detected on 

surface of hair shaft and  connective 

tissue follicle, (b, c): the number of 

particles was gradually decreased with 

increasing depth from skin surface, (d) 

only autofluorescene was observed. 



 

 

 

が必要である。例えば、Wu らはマイクロニ
ードルとイオントフォレシスの併用が高分
子化合物の皮膚透過性を大きく改善するこ
とを報告している 20)。マイクロニードルによ
り人工的に角層に小孔を形成させ高分子化
合物を透過ルートに押し込む外部駆動力（イ
オントフォレシスのエレクトロオスモーシ
ス効果）を併用すれば、高分子化学物質やサ
ブミクロンの粒子も、皮膚を透過することが
可能だと考えられる。 
今回の結果から、エレクトロポレーションの
使用により、微粒子の皮内デリバリーが可能
であることが明らかとなった。微粒子の皮内
デリバリー方法の確立は、ワクチンデリバリ
ーだけでなく放出制御型、pH 制御型および
温度制御型微粒子製剤の皮内デリバリーを
可能とすると考えられ、この研究結果は、新
たな皮膚を介したデリバリーの一歩として
非常に有用であると考える。しかしながら、
微粒子の物理化学的性質（粒子径、ゼータ電
位、粘弾性など）と皮内デリバリー効率や皮
内分布など多くの検討がまだまだ必要であ
り、早急に検討が必要であると考える。 

 

 
Fig. 4  Localization of penetrating 0.5 

µm polystyrene particles in the hair 
follicle. Fluorescence images (a-d) are 

horizontal slicing at different depth from 

skin surface  of excised porcine ear skin 

12 h after application of particles.  

 

 

a: ~20 µm, b: 40~60 µm, c: : 80~100 
µm, d: 200~220 µm. Each bar shows 
100 µm.  (a): polystyrene particles 
detected on surface of hair shaft and  
connective tissue follicle, (b, c): the 
number of particles was gradually 
decreased with increasing depth 
from skin surface, (d) only 
autofluorescene was observed. 
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Fig. 5  Distribution of 0.5 µm(a, c)  
or 6 µm(b, d)  polystyrene particles in 
excised pig ear skin with (b, d) or 
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