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研究成果の概要（和文）：高齢化に伴い中枢神経疾患(CNS)の発症率が指数関数的に増加することから､国内外を
問わず製薬企業はCNS薬開発に鎬を削っていますが、未だCNS薬の治験成功率は最低です。
この理由の一つに、そもそも脳に薬が届かないことがあります。この研究では、脳の中に薬を送達する方法の開
発を試み、これまで注目されていなかった新しい方法で脳の中に薬を運べる可能性を見出しました。今後、この
可能性を深く調べていく予定です。

研究成果の概要（英文）：The population is aging in the world, and the elderly population is expected
 to exceed 1.4 billion by 2050. Patients with central nervous system (CNS) diseases is expected to 
increase exponentially in the aging society. Although pharmaceutical companies have been making 
strenuous efforts to develop CNS drugs, the success rate of CNS drug is still the lowest among 
diseases. One of the reasons is that blood-brain barrier (BBB) prevents drug delivery to the brain. 
In this study, we attempted to develop a method to deliver drugs to the brain across the BBB, and we
 proved a novel concept for drug delivery to the brain. We will investigate safety and efficacy of 
the developed method.

研究分野： 規制科学、薬物送達学

キーワード： 脳内薬物送達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回開発した方法は、将来的に色々な薬を脳内に運ぶために利用できます。例えば、低分子、抗体などの高分子
に加え、粒子も脳内に運ぶことができるかもしれません。粒子を運ぶことができれば、粒子中の薬をかえること
でCNS疾患治療に大きく貢献できると期待されます。65歳を過ぎるとCNS疾患の発症率が急激に増加することか
ら、健康寿命を延ばすにはCNS薬の開発が重要です。この研究成果をさらに磨くことで健康社会に実現に貢献し
たいと思っています。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

周知のように世界規模で高齢化が進み､2050 年には高齢者人口が 14 億人を超えると予想され

ている｡このうち認知症患者は 1 億 3500 万人に達すると試算されており､ﾒｶﾞﾌｧｰﾏが認知症治療

薬の開発に鎬を削っているものの､依然として認知症に対する薬剤貢献度(約 20%)および治療満

足度(約 10%)は全疾患中最低の値を示している｡ 

さて､脳の毛細血管は隣接する細胞間隙を密着結合によってｼｰﾙすることで血液脳関門(BBB)

を構築し､血液･脳間の物質交換を厳密に制御しており､多くの薬剤は単に投与しただけでは

BBB を透過することはない。一般的に脂溶性が高い薬剤は BBB を透過し得るが、薬効発現には

透過量が不十分な場合が多く、治療候補薬物の選択幅を著しく制限する要因となっており､ここ

に中枢神経薬創製の難しさがある｡ 

このﾎﾞﾄﾙﾈｯｸを解消するため､これまでに脳毛細血管の BBB 通過技術が開発されているものの､

現在のところ実用化されているのはﾚﾎﾞﾄﾞﾊﾟのみにすぎない｡ 
 

申請者は､教科書､文献等の調査を行い､膜タンパク質 A に着目した｡ 

 膜タンパク質 A に着目は海馬､小脳等に高発現している｡海馬や小脳は認知症の発症に関与し

ていることを考慮すると､この報告は膜タンパク質 A を標的とすることで低分子､中分子､抗体､

ﾅﾉ粒子等を海馬･小脳特異的に送達する技術開発につながる可能性を示唆しているものの､未だ

膜タンパク質 A を標的とした脳部位特異的薬物送達に係る報告は見当たらない｡ 

これまでに申請者は､別の創薬研究において膜タンパク質 A を利用した薬物吸収促進技術の

開発を試み、膜タンパク質 A の細胞外領域認識技術（技術 A）を創製していた。 
 
２．研究の目的 

本研究は､独自の技術 A を有効活用することで、膜タンパク質 A を標的とした次世代脳内薬

物送達技術を開発することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

技術 A の脳内分布を解析し､膜タンパク質 A を標的とした脳部位特異的薬物送達活性解析に

向けた基本情報を取得するために、以下の項目について検討した。 

（１） Caco-2 細胞の単層膜培養系における活性解析 

ヒト腸管上皮由来 Caco-2 細胞の単層膜培養系を用いて、技術 A によるタイトジャンクショ

ンバリア制御活性（TER 測定）を検討した。具体的には、Caco-2 細胞を 6x104 cells/well になる

ようにセルカルチャーインサートに播種した後に、技術 A を basal 側または apical 側から添加

した。その際、膜タンパク質 A には結合しない C2 を陰性対照として用いた。 

次に、TEER の低下が観察されない条件にて、蛍光標識（DyLight 633）した技術 A を用い、

トランスサイトーシス誘導条件を共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。具体的には、CaCo-2 細

胞に DyLight 633 蛍光標識技術 A を終濃度 3 µg/mL で basal 側、または終濃度 10 µg/mL で

apical 側から処理し、37ºC で 1, 2, 4 時間反応させた後に 4% PFA で固定化し、核染色及び細胞

膜染色を行なった。 

 

（２） 技術 A の組織分布解析 

蛍光標識した技術 A を用いて、技術 A 尾静脈投与後の組織分布（肝臓、腎臓、肺、脳、心

臓、脾臓、胃、小腸、大腸）を解析するとともに、HE 染色による組織障害性に係る情報を併



せて取得することとした。蛍光分子としては、食餌等による自家蛍光を回避するために 750 nm

の長波長の近赤外光を持つ Vivo Tag-S 750（パーキンエルマー社）を用いることとした。な

お、Vivo Tag-S 750 単体（Genhance 750）の生体に投与した際の血中半減期は、0.5 時間とのこ

とであり、本蛍光試薬が血中半減期に及ぼす影響は少ないものと考えられた。 

  

（３） 技術 A の脳部位分布解析 

 全脳イメージングにより、技術 A の脳部位分布を定性的に解析することとした。なお、予備

検討より、灌流液にヘパリンを添加することで、灌流中の血液凝固等を回避し、血管染色試薬

（DyLight488-Lectin）による染色が良好になることが確認できたため、本条件にて実施するこ

ととした。 

 具体的には、蛍光標識（DyLight550）技術 A を 5 mg/kg の用量で 8 週齢雄性 C57BL6N マウ

スに尾静脈投与後、1 時間及び 4 時間後にヘパリンを含む生理食塩水、及び DyLight488 Tomato 

Lectin を含む生理食塩水で灌流後、4% PFA で固定し、脳を摘出した。摘出した脳を FAST シス

テムにより全脳解析を行った。 

 

（４） 技術 A の安全性の評価 

 技術 A の脳への分布が認められた 5 mg/kg の用量で投与した時の毒性を、体重、主要臓器重

量、生化学的パラメータ（AST, ALT, CPK, BUN, CRP）、及び、病理組織学的検査により評価し

た。具体的には、技術 A を 5 mg/kg の用量で 8 週齢雄性 C57BL6N マウスに尾静脈投与し、24

時間後に体重を測定後、採血及び組織を採材した。なお、コントロールとして、生理食塩水を

同容量投与したものを用いた。 
 
 

４．研究の成果 

（１） Caco-2 細胞の単層膜培養系における活性解析 

技術 A を basal 側に添加した場合、10 µg/mL 以上で TEER の有意な低下が認められた。一

方、apical 側に添加した場合、30 µg/mL までの濃度では TEER の低下は認められなかった。 

 また、トランスサイトーシスの有無を解析したところ、basal 側添加した場合には反応時間と

共に細胞表面上（apical 側）に蛍光が移動する様子が観察された。なお、apical 側から添加した

場合には、観察される蛍光が少なかった 

 以上より、in vitro モデル系において、技術 A は apical 側から basal 側に輸送されるものと考

えられた。 

 

（２） 技術 A の組織分布解析 

雄性 8 週齢 C57BL/6N マウスに VivoTag-S 750 標識した技術 A を 5 mg/kg で尾静脈投与し、

投与 1、4、8、24、48 時間後に各臓器（脳、腎、肝、心、肺、脾、胃、小腸、大腸）を摘出

後、Maestro EX にて蛍光を観察・定量した。その結果、技術 A はいずれの臓器にも分布した

が、脳では 1〜4 時間後に多く存在した。 

 

（３） 技術 A の脳部位分布解析 

 上述したように、5 mg/kg の用量で脳への分布が認められたため、蛍光標識（DyLight550）技

術 A を 5 mg/kg の用量で 8 週齢雄性 C57BL6N マウスに尾静脈投与した。 

全脳解析では特に嗅球の血管周辺に強い蛍光が認められた。また、大脳皮質、視床下部、小

脳の血管周辺にも弱いながら蛍光が観察された。 



 一般的に、嗅球においては自家蛍光が認められることがある。そこで、より長波長の蛍光を

発する DyLight633 で標識した技術 A を 5 mg/kg の用量で 8 週齢雄性 C57BL6N マウスに尾静脈

投与した後に脳を採材し、共焦点顕微鏡による観察を行った。その結果、技術 A の蛍光は嗅球

の血管に沿って観察された。 

 技術 A の受容体である膜タンパク質 A は、海馬、小脳、視床下部に発現していることが報告

されている。また、視床下部、嗅球、網膜に発現しているとの報告もなされている。これらの

ことから、技術 A は脳に一様に分布するのではなく、膜タンパク質 A の発現部位に分布してい

る可能性が示唆された。 

 

（４） 技術 A の安全性の評価 

技術 A の脳への分布が認められた 5 mg/kg の用量で技術 A の安全性評価を試みたところ、技

術 A 投与群において、脾臓重量が約 1.5 倍増加していたが、その他の臓器重量及び体重には差

が認められなかった。また、血液生化学的検査において、技術 A 投与群の 1 匹において、ALT

及び AST が共に高い個体が認められたもののいずれも 100 を超えない値であり、偶発性である

可能性は否定できなかった。なお、BUN、CPK は両群間に差はなく、CRP は検出限界以下であ

った。 

 さらに、採取した組織のヘマトキシリン・エオジン染色標本を基に組織学的検査を実施し

た。その結果、コントロール群において、脳の側脳室の軽度拡張、腎盂拡張、また技術 A 投与

群において肺の気管支周囲への好中球浸潤が認められたが、まれではあるが自然発生性に観察

され、今回も 1 例のみでの変化であることから偶発性と考えられた。 

 また、AST および ALT の高値が認められた技術 A 投与群の 1 例に、単核細胞集簇巣が認め

られた。当該個体の AST および ALT の値は高値であったがいずれも 100 を超えない値であ

り、この数値では形態学的な変化に及ぼす影響については不明である。さらに、コントロール

群の全例において単核細胞集簇巣が認められ、特にコントロール投与群の 2 例で強く観察され

たことから、単核細胞集簇巣が認められたことについては、飼育環境による影響が大きいと推

察された。なお、両群の全例とも肝細胞の細胞質が抜けて観察され、グリコーゲン貯留が顕著

であったが、その状態には個体差がないことから、飼料による影響が考えられた。以上より、

技術 A 投与による肝毒性への影響は否定できないが、1 例のみであり、群単位で考慮すると偶

発性の変化である可能性が考えられた。 

 技術 A 投与群の 1 例に白脾髄腫大が認められたが、他の所見は認められていないことから個

体差であり、毒性変化によるものではない可能性が高いと考えられた。また、技術 A 投与群に

おいて脾臓重量が増加していたが、組織学的には変化は認められず、血液生化学的検査による

CRP 値も検出限界以下であり、炎症反応は起こっていないと考えられるが、当該脾臓の変化は

毒性によるものか否かは現時点では判断できなかった。 

 これらのことから、技術 A 5 mg 投与に起因する重篤な毒性変化はないと考えられた。 

 

 以上より、技術 A は、脳における部位特異的な薬物送達のツールになると考えられ、本研究

成果は、次世代脳内送達プラットフォーム構築に繋がるものと期待される。 
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