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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者が独自に開発したナノ粒子技術（Nose-to-Brainミセル、NtB
ミセル)を基盤とし、ウイルス脳感染の主要部位である嗅球・脳幹および感染神経細胞にRNA医薬を送達可能な
DDSの確立を行った。結果より、わずかな正電荷を示す50 nm以下のNtBミセルが、嗅球・脳幹への送達に適する
物性であることを見出した。また、NtBの標的指向化に向けたクリック反応によるリガンド修飾条件を確立し
た。さらに、ウイルス感染ヒト神経細胞の樹立に成功し、NtBミセルが取り込まれることを明らかとした。以
上、本研究より、ウイルスの主要な感染部位および感染神経細胞へ送達可能なナノ粒子技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, based on the nanoparticle technology (Nose-to-Brain micelles,
 NtB micelles) originally developed by the principal investigator, we established a DDS that can 
deliver RNA drugs to the olfactory bulb, brain stem, and infected neurons, which are the main sites 
of viral brain infection. We found that NtB micelles of less than 50 nm, which exhibit a slight 
positive charge, are suitable for delivery to the olfactory bulb and brainstem. We also established 
the conditions for ligand modification by click reaction for target-directed delivery of NtB. 
Furthermore, we succeeded in establishing virus-infected human neurons and demonstrated that NtB 
micelles are incorporated into these cells. In summary, this study established a nanoparticle 
technology that can be delivered to the primary site of viral infection and to infected neurons.

研究分野： 薬物送達学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通じて、高度な設備を持つ限られた機関しか取り扱えないSARS-CoV-2感染ヒト細胞を用いた機能検証か
ら得られる知見は社会的重要度の高いものとなることが期待される。さらに、本研究で開発する脳特定部位（嗅
球・脳幹部）の標的細胞に選択的かつ高濃度にRNA医薬を届ける技術は、SARS-CoV-2と同様に、有効な治療薬の
ない深刻な中枢機能障害を生じる様々な脳感染ウイルスや今後出現する新興ウイルス、さらには、認知・運動等
を司る脳特定部位で病態が進行する神経変性疾患に対する治療薬開発にも大きな貢献が見込まれるため、その波
及効果は計り知れず、学術的かつ社会的意義は大きい。

※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 
 COVID-19 の新たな問題として、SARS-CoV-2 が末梢から神経経路を介して嗅球・脳幹部より脳
内感染して生じる中枢機能障害(感覚・呼吸・認知等)がある[J Exp Med 218:e20202135, 2021]。
これらは、重篤化・慢性化するケースも少なくなく、脳感染に対する治療薬の開発は喫緊の課題
である。現在承認されているワクチンや抗体療法では、抗体自体の中枢移行性が悪いため、脳内
の効果は薄く、現在のところ脳内感染した SARS-CoV-2 そのものを根絶する治療薬はない。 
 研究代表者はこれまで、鼻腔から神経経路を介する脳への新規ルート(Nose-to-Brain 経路
[Adv Drug Deliv Rev 64:614-28, 2012])にいち早く着目し、ブロックポリマーと膜透過ペプチ
ドを共集合させたミセルの設計により、脳内への高い RNA 送達性を示す Nose-to-Brain 送達ミ
セル(NtB ミセル)の開発に成功している [Biomaterials 34: 9220-6, 2013]。また、脳感染に対
する RNA 治療に展開するには、感染神経細胞への効率的な取り込みが必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、“脳感染ウイルス治療に資する RNA 送達技術”の開発を目指し、研究代表者独自
の NtBミセルを、主要な感染部位である嗅球・脳幹部への送達に適する組成・物性に改変すると
ともに、標的指向化に向けた、NtBミセルへのリガンド抗体修飾を試みる。また、ヒト神経細胞
SH-SY5Yを用いて、SARS-CoV-2感染系を樹立し、NtBミセルの感染神経細胞への取り込みを検証
する。 
 
３．研究の方法 
(1)嗅球・脳幹部における標的遺伝子抑制効果を発揮する NtB ミセル物性の探索 
 NtB ミセルは、PEG-PCL ブロックポリマー溶液（THF 溶媒）とステアリン酸修飾塩基性ペプチ
ド溶液（水系溶媒）を、ガラス製の iLiNP 型マイクロ流体デバイス（MF）を用いて混合後透析す
ることで調製した。様々な物性の NtBミセルは、分子量の異なる PEG-PCLブロックコポリマーと
ペプチドを様々な組成比を用いて調製した。次に、調製した様々な物性の NtBミセルにハウスキ
ーピング遺伝子標的アンチセンスオリゴ核酸(Malat-1 標的 ASO)を搭載し、マウス経鼻投与後の
主要なウイルス脳感染部位である嗅球・脳幹部を含む脳内各領域における標的遺伝子発現を、
RT-qPCRにより解析した。 
 
(2)リガンド抗体修飾による標的化 NtBミセルの作製 
 NtB ミセルへの抗体リガンド修飾は、断片化抗体のクリック反応により行った。アジド化 PEG-
PCL ブロックポリマーを様々な比率で配合したアジド化 NtB ミセルをマイクロ流体デバイス法
により調製し、物性を評価した。次に、リガンド抗体をペプシン処理した F(ab’)2 を DTT で還
元後、maleimide-DBCO (Dibenzocyclooctyne)を添加し、DBCO化 Fab’を得た。得られた DBCO 化
Fab’をゲルろ過によって精製後、濃度や温度条件を変えた種々の反応条件で、アジド化 NtB ミ
セルとクリック反応を行った。反応後、SDS-PAGE とタンパク定量により、各条件の修飾効率を
算出した。 
 
(3)SARS-CoV-2 感染神経細胞の作製と NtB ミセルの細胞内取り込み評価：SARS-CoV-2 感染細胞
を用いる実験は、P3 の高度病原体実験施設を有する東京薬科大学で行った。はじめに、一般的
な SARS-CoV-2 の感染・培養・分離に用いられる VeroE6/TMPRSS2 細胞を用いて SARS-CoV-2感染
実験を行った。感染の評価として、感染 24時間後の顕微鏡観察による細胞変性効果 (CPE)を確
認した。次に、神経細胞 SH-SY5Yへの SARS-CoV-2 感染実験を行った。はじめに、レチノイン酸
処理により、神経細胞へ分化させたのち、SARS-CoV-2 を暴露し、細胞内のウイルスゲノム量を
測定した。次に、NtBミセルの細胞取り込みを評価した。 
 
４．研究成果 
 はじめに、本研究で標的とする嗅球・脳幹部への送達に適した NtB ミセルの物性を明らかとす
るため、様々な物性のナノ粒子の組成・調製条件を検討した。分子量の異なる PEG-PCL ブロック
コポリマーとペプチドを様々な組成比で共集合化させた NtB ミセルをマイクロ流体デバイス法
(MF)により調製し、物性を評価した。結果より、MFにより調製した NtBミセルは, ポリマー/ペ
プチド組成比および MF 条件である流速比が粒子径とその多分散指数(PDI)に影響を及ぼすこと
が示された。一方、ゼータ電位はいずれの分子量のブロックポリマーにおいても、MF 条件より
もポリマー/ペプチド組成比が影響を及ぼすことを明らかとした。 
 次に、MF により調製した粒子径およびゼータ電位の異なる数種類の NtBミセルに Malat1 標的
siRNA を搭載し、マウスへ経鼻投与した際の脳内 Malat1 遺伝子発現解析を行った。粒子径につ
いて検討した結果、80 nmと 30 nmを比較したところ、嗅球・脳幹部における Malat-1 発現抑制
効果において両者に有意な差は見られなかった。電荷がほぼ中性の N/P 比 5の NtB ミセル（MF-
N/P 5）に比べて、わずかな正電荷を示す N/P10 の NtB ミセル（MF-N/P 10）が、嗅球・脳幹部を



中心に脳内全体で Malat1
発現を抑制することを見
出した（図 1）。 
 次に、NtB ミセルの標的
指向化を目的として、ミ
セル表面への抗体リガン
ド修飾をクリック反応を
用いて行った。はじめに、
クリック反応に必要な
NtB ミセルのアジド化を
行った。マイクロ流体デ
バイスを用いて、アジド
化 PEG-PCL ブロックポリ
マーを様々な割合で配合
して NtB ミセルの調製を
試み、物性（平均粒子径、
ゼータ電位、多分散指数
（PDI））を評価した（図
2）。その結果、配合比最大
50％まではアジド化により共集合化ナノ粒子の物性は変化しないことを確認した。一方で、75％、
100％とすると、粒子径、ゼータ電位、PDI のいずれにおいても顕著な増大が認められた。そこ
で、アジド化 PEG-PCL ブロックポリマーの配合比を 50％として、リガンド抗体修飾を行うこと
とした。その結果、アジド化 PEG-PCL ブロックポリマーを 50％配合したアジド化共集合化ナノ
粒子に DBCO 化した Fab’抗体を添加しクリック反応による修飾を試みたところ、最大 80％程度
の抗体修飾効率が確認され、抗体修飾共集合化ナノ粒子の調製に成功した。 
   

  
 最後に、SARS-Co-V2ウイルス感染細胞の作製と共集合化ナノ粒子の取り込み評価を行った。は
じめに代表的な SARS-Co-V2 ウイルス感染モデルである VeroE6/TMPRSS2 細胞を用いて感染実験
を行ったところ、暴露 24 時間後において細胞中でのウイルス感染・増殖による細胞変性効果
（CPE)が観察され、感染細胞の作製に成功した（図 3）。 
  

  
 

図 1 電荷の異なる Malat-1標的 ASO 搭載 NtBミセル経鼻投与後の嗅球
(左)、脳幹部(右)における遺伝子発現抑制効果. 

図 2 アジド化 PEG-PCL ブロックポリマーの配合比の異なるアジド化 NtBミセルの物性結果. 
(左)平均粒子径とゼータ電位、(中央)多分散指数(PDI)、(右)粒度分布 

図 3 VeroE6/TMPRSS2 細胞の観察結果. (左)非感染、(右)SARS-Co-V2 ウイルス感染 24 時間後. 



 そこで次に、レチノイン酸処理により分化させたヒト神経細胞（dSH-SY5Y）への SARS-Co-V2ウ
イルス感染を試みた。その結果、細胞内のウイルスゲノム量は増大し、感染が確認できた（図 4）。
一方で、細胞変性効果（CPE)は見られなかったことから、ウイルス感染条件や分化条件を最適化
させる必要がある。 さらに、感染・未感染の VeroE6/TMPRSS2 細胞およびヒト神経細胞への共
集合化ナノ粒子の取り込みを観察したところ、いずれの細胞にも優れた取り込みを示した（図
4）。 
 

 
 以上、本研究により、SARS-Co-V2ウイルス感染の主要部位である嗅球・脳幹部および感染神経
細胞へ送達可能なナノ粒子技術（NtBミセル）を確立した。 

図 4 (左)ヒト神経細胞の形態観察結果、(中央)分化神経細胞への SARS-Co-V2ウイルス感染
による細胞内ウイルスゲノム量、(右)細胞内への赤色蛍光標識 NtBミセルの取り込みの観察 
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