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研究成果の概要（和文）：本研究では、経鼻投与後の脳各部位、血中あるは脳毛細血管周囲腔における薬物分布
特性を評価することにより、CPP併用経鼻投与戦略における鼻腔―脳直接輸送機構の寄与を解明することを目的
とした。さらに、CPP併用経鼻投与を介した脳内薬物送達法のさらなる応用性を評価するため、抗Aβ抗体薬の脳
送達後のアミロイド前駆体タンパク質（APP）ノックインマウスにおける認知症病態改善効果を検証した。これ
ら研究を通して、本投与戦略の有用性を実証し革新的な認知症薬物治療法の実現に貢献することを目的とした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to clarify the involvement of direct nose-to-brain 
transport pathways in the enhanced brain delivery via the  intranasal coadministration strategy with
 cell-penetrating peptides (CPPs). Moreover, we investigated the applicability of our strategy to 
the delivery of anti-amyloid beta antibody to the brain and improvement of the therapeutic potential
 of the drugs in amyloid precursor protein (APP) knock-in mice. Through this study, we tried to 
demonstrate the usefulness of nose-to-brain delivery via intranasal administration with CPPs for 
treating dementia.

研究分野：薬剤学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通じて、CPP併用経鼻投与法が高分子量バイオ医薬品の送達効率を飛躍的に向上させる有用な戦略とな
りうることを実証した。本投与戦略を認知症治療薬の開発研究に導入することにより、認知症治療薬としての実
用化が停滞する疾患修飾薬の開発を促進できる可能性が示唆された。

※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 
 
 世界に先駆けて超高齢社会に突入した我が国において、アルツハイマー病に代表される認知
症患者数は今後益々増加することが予想される。これまで製薬各社において、アルツハイマー病
の原因物質であるアミロイドβ（Aβ）の脳内濃度を減少させる抗体薬やその産生を抑えるβセ
クレターゼ（BACE1）阻害薬等の有望な疾患修飾薬の開発が進められてきたが、真に有効な原
因治療薬を確立するには至っていない（2021年にアデュカヌマブが世界初の Aβ抗体薬として
米国で承認されたが、その治療効果は未だ疑問視されている）。 
 認知症治療薬開発が成功しない背景には、認知症の病態が完全に解明されていないことに加
えて（薬理学的要因）、病巣である脳への薬物移行性が血液脳関門（Blood-Brain Barrier: BBB）
の存在により著しく制限されていることが原因として関与していると考えられる（薬物動態学
的要因）。そのため我々は、新たな認知症治療薬候補として脳神経細胞活性化効果を有するイン
スリンや GLP-1 受容体作動薬（Exendin-4）等の生理活性ペプチド薬物に着目し、「経鼻投与」
を介して脳に効率的にそれら薬物を送達する手法の構築に着手してきた。 
 
２．研究の目的 
 
 これまでの研究において、細胞内薬物送達ツールである細胞膜透過ペプチド（Cell-
Penetrating Peptides: CPPs）を用いることにより、前述のインスリンや Exendin-4 の経鼻投
与後の脳移行効率を飛躍的に向上できることを見出してきた。さらに、CPP 併用による効率的
経鼻投与戦略を介して脳に移行したこれらペプチド薬物が老化促進マウス（Senescence-
Accelerated Mouse Prone-8: SAMP8）の認知機能障害を顕著に改善できることを明らかにして
きた。しかし現状では、CPPs併用投与後の鼻腔から脳への薬物移行促進メカニズムや病態治療
効果との関係性を詳細に明らかにするには至っていない。そこで本研究では、経鼻投与および全
身投与後の脳各部位、血中あるは脳毛細血管周囲腔における薬物分布特性を評価することによ
り鼻腔―脳直接輸送機構の寄与を解明することを目的とした。さらに本研究では、CPP 併用経
鼻投与を介した脳内薬物送達法のさらなる応用性を評価するため、抗 Aβ抗体薬を脳に送達す
ることを試みた。本検討では、アミロイド前駆体タンパク質（APP）ノックインマウスをアルツ
ハイマー型認知症モデル動物として用い、抗Ａβ抗体を CPPと併用投与することによる脳移行
性促進作用と認知症治療効果への影響を検証した。これら研究を通して、本投与戦略の有用性を
実証し革新的な認知症薬物治療法の実現に貢献することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 マウス経鼻投与後の血漿中および脳内薬物濃度解析：Exendin-4 および L-penetratin（最も強
力な CPPs の一つ）の混合溶液を ddY マウスの左鼻腔に 5 μL投与し、経時的な全身循環血中へ
の吸収および嗅球・大脳皮質・視床下部・海馬等の脳内への分布を ELISA 法により定量解析する
ことにより、CPPs 併用時における鼻腔から脳への直接的な薬物移行促進機構の寄与を評価した。
比較のため、Exendin-4 溶液を単独で ddY マウスに皮下注射した後、上記と同様に血中および脳
内の Exendin-4 濃度を測定した。 
 In vivo イメージングを利用したラット経鼻投与後の脳内および三叉神経への薬物分布解析：
インスリン及び Exendin-4 に Cy7 を標識した後、L-penetratin と混合し投与液とした。鼻腔閉
鎖手術（Hirai 法）を施した Sprague-Dawley ラットの左鼻腔に薬液を投与した。一定時間経過
後に、脳および三叉神経を採取し、in vivo イメージングシステムを用いて脳断面および三叉神
経における蛍光分布を測定した。 
 マウス経鼻投与後の血管周囲腔および海馬への薬物分布解析：インスリンおよび L-
penetratin の混合溶液を ddY マウスの左鼻腔に投与し、30分後に脳を摘出し凍結切片を作製し
た。ヒトインスリン抗体（ウサギ由来）および抗ウサギ IgG-Alexa488 で凍結切片を免疫染色し、
さらに脳毛細血管の観察のため DyLight594 標識 Tomato Lectin で染色した後、血管周囲腔およ
び海馬等におけるインスリンの分布を共焦点レーザー走査型顕微鏡にて観察した。 
 抗体経鼻投与時のマウス脳移行性評価：C57BL/6J 雄性マウス（10 週齢）の左鼻腔もしくは尾
静脈にヒト IgG 抗体および L-penetratin（i.n.のみ）を投与した。投与 30 分後に脳を摘出し、
嗅球、脳前方および後方へと分離し、ホモジネート中のヒト IgG 濃度を ELISA 法により測定し
た。 
 抗 Aβ抗体長期経鼻投与後の認知症治療効果の評価：App ノックインマウス（App NL-G-F/NL-
G-F）および C57BL/6J 野生型マウス（雄制、12 カ月齢）の左鼻腔に、Alexa594 標識抗 Aβ（1-
16）抗体および penetratin の混合溶液を 14日おきに計 4回投与した。記憶学習評価として、新
規物体認識試験およびモリス水迷路試験を実施した。投与終了後に摘出した脳を凍結切片およ
びホモジネートし、Aβ42および Iba1 を測定した。 



  
 
４．研究成果 
  
 血漿中 Exendin-4 濃度が同程度に維持されるように、皮下および L-penetratin 併用経鼻投与
を介して ddY マウスに Exendin-4 を投与した。その結果、L-penetratin 併用経鼻投与時に脳内
Exendin-4 濃度が飛躍的に増大したのに対し、皮下投与時には Exendin-4 が血中に同程度吸収さ
れたにもかかわらず、脳内濃度の上昇は認められなかった。つまり、L-penetratin 併用経鼻投
与による Exendin-4 の脳移行性の増大は、血中への Exendin-4 の吸収増大に起因する間接的な
促進効果ではなく、鼻腔から脳への直接輸送経路を介して達成されたことが示唆された。 
 続いて、Cy7 標識インスリンおよび Cy7 標識 Exendin4 を L-penetratin と併用しラットに経鼻
投与した結果、Cy7-インスリン及び Cy7-Exendin4 は三叉神経に高濃度に分布したものの、脳実
質において蛍光は検出されず、L-penetratin 併用時においても蛍光強度は増大しなかった。一
方、Cy7-インスリンおよび Cy7-Exendin4 単独投与時と比較して、L-penetratin 併用投与後に経
時経過とともに三叉神経に対する嗅球の蛍光強度比の上昇が認められたことから、L-penetratin
併用によるペプチド薬物の脳移行促進作用には、三叉神経経路よりも嗅粘膜経路が強く寄与し
ていることが示唆された。 
 さらに共焦点レーザー走査型顕微鏡によりインスリン経鼻投与後のマウス脳切片を観察した
結果、脳中心近くの血管周囲腔においてインスリンの分布が認められたことから、CPP 併用投与
後にインスリンが鼻腔から粘膜固有層あるいは嗅球周囲の脳脊髄液を介して血管周囲腔へと移
行し、これが脳移行性の増大に寄与している可能性が示唆された。また、L-penetratin 併用投
与を介して脳に移行したインスリンは、視床下部あるいは海馬神経細胞の周囲に特異的に局在
したことから、認知症病巣部位へのインスリン標的化が可能であることが示唆された。 
 本研究ではさらに、penetratin 併用経鼻投与法のさらなる応用を目指して、認知症の疾患修
飾薬（抗体薬）の効率的な脳送達が可能であるか検証した。まずヒト IgG と L-penetratin を併
用投与することにより、巨大な抗体薬を効率的に鼻腔から脳に送達可能であることを明らかに
した。続いて、抗 Aβ抗体を L-penetratin と併用経鼻投与することにより App ノックインマウ
スの認知機能障害を顕著に改善できることを明らかにした。 
 本研究を通じて、CPP 併用経鼻投与法が高分子量バイオ医薬品の送達効率を飛躍的に向上させ
る有用な戦略となりうることを実証した。本投与戦略を認知症治療薬の開発研究に導入するこ
とにより、認知症治療薬としての実用化が停滞する疾患修飾薬の開発を促進できる可能性が示
唆された。 
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