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研究成果の概要（和文）：痛みを伴わない非侵襲性の経皮デリバリーシステムが、従来の注射に変わる薬物投与
法として注目されている。本研究では、簡便で高効率な経皮吸収を可能にする新たな経皮デリバリー技術、
Solid-in-oil(S/O)ナノ分散技術を開発した。
皮膚は、外敵から身を守るため大きなバリア機能を有している。このため、タンパク質などの薬物を皮膚から投
与することは困難であると考えられていた。しかし、このS/O技術を用いれば、タンパク質やペプチドが皮膚か
ら浸透することが示された。この新技術を利用して、がんの経皮ワクチンと花粉症の経皮ワクチンが創製可能で
あることを示し、その効果をマウスを用いた動物試験によって実証した。

研究成果の概要（英文）：Transdermal drug delivery is receiving a growing concern to alternate 
conventional drug administration techniques such as oral administration or needle-stick based 
administration methods. In this project, we proposed a patch system based on a solid-in-oil 
nanodispersion technique as a simple and efficient delivery method of drugs, especially protein and 
peptide vaccines, through the skin.
The skin is an attractive route for vaccination, because there are many immune cells. We developed 
the solid-in-oil nanodisperison technique to deliver pharmaceutical bioactives efficiently through 
the skin. Solid-in-oil nanodispersions are nanosized drug carriers designed to overcome the skin 
barrier. Drug administration using a patch is user-friendly, and can improve patient compliance. 
Protein and peptide antigen drugs were efficiently delivered across the intact skin using the 
solid-in-oil nanodispersions. The technique is potent transcutaneous immunization method without 
needles.

研究分野： 生物化学工学、化学工学、創薬工学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

１．	 研究開始当初の背景	 
経皮免疫法とはウイルスなどの抗原を皮

膚から投与し、体内の抗原特異的な免疫力を
増強・記憶させ、以後その病気にかかりにく
くする“塗り薬型のワクチン療法”である。
これまでの成果によって、ワクチンは特定感
染症に対する最も有効かつ経済的な予防策
であることが認識されている。しかしながら、
ワクチン投与は、これまで注射によってのみ
行われている。	 
	 その最大の障壁は、表皮最外層の角層によ
るバリア機能にある。角質層（厚さ約 15	 μm）
は死細胞から成る疎水性の高い多層膜で、外
因性物質の皮膚浸透において最も高いバリ
ア能を示す。一方でワクチンに用いられる抗
原は、ほとんどがタンパク質などの親水性高
分子であるため、角層の通過は困難であるこ
とが知られていた。	 
 
２．	 研究の目的	 
	 本研究の目的は、生体分子の油状ナノ分散
化技術 Solid-in-Oil（S/O技術）を利用し、今
まで注射でしか投与できなかったワクチン
を塗り薬として投与できる“塗り薬型ワクチ
ン（経皮免疫システム）”を創製することで
ある。我々はこれまでに、 S/O技術を利用し
て生体分子の皮膚浸透性の向上に成功した
ので、この技術を利用して高効率な経皮免疫
システムを構築し、人類の健康と福祉に貢献
することを目的とする。 
 
３．	 研究の方法	 
	 図１に本研究によって経皮免疫が達成さ
れるまでの概念図を示す。我々は高効率な経
皮免疫システムの達成には、次の３点が重要
であると考えた。	 

図 1. 経皮免疫機構 

(1)抗原が角層を効率よく通過できること
（A）。	 

(2)抗原が効率よくランゲルハンス細胞へ取
り込まれること（B）。	 
(3)抗原取り込み後にリンパ節中の免疫細胞
が活性化されること（C）	 
	 S/O ナノコーティング技術によって、(1)
の抗原が角層を通過することは既に示され
ている。したがって、その程度をいかに向上
させるかに主題をおいて取り組んだ。さらに、
本研究では抗原が表皮に浸透した後の過程
において、後者の 2点を達成可能な新しい経
皮免疫システムの創製に挑戦した。(2)の目

的を達成するために、角層通過後、表皮で壊
れやすいような S/Oキャリアの製剤設計を行
い(2)を達成することを試みた。(3)において
は、リンパ球中の T細胞や B細胞を活性化す
る物質（アジュバント）が報告されている。
そこで(2)で調製するキャリアは疎水性の物
質でも親水性の物質でも自由に封入するこ
とが可能であるという特徴を生かし、有効な
アジュバントの添加によって(3)の効率向上
を試みた。最後に、上記で得られた最適キャ
リアを用い、実際に小動物試験において、が
ん免疫、花粉症免疫治療の効果を検証した。	 
	 
４．	 研究成果	 

(1)	 S/O 技術による抗原キャリアの最適化	 
本研究で開発した Solid-in-Oil (S/O) 技術を

タンパク抗原に利用することで、経皮投与で
ワクチン接種が可能であることが示唆され
たが、本研究では、さらにワクチン効率を注
射レベルまで高めるため薬物キャリアの最
適設計を行った。 
ワクチンのモデル化合物として、報告例の

多い卵白由来アルブミン（Ovalbumin, OVA）
を用いることとした。OVA は分子量が約 45 
kDa、等電点 5 の糖タンパク質である。界面
活性剤として、炭素鎖 12から 22までの様々
な脂肪酸から構成されるショ糖脂肪酸エス
テルを選択し、S/O ナノ粒子の調製を試みた
結果、ショ糖ラウリン酸（12:0）、ショ糖オレ
イン酸（18:1）、ショ糖エルカ酸（22:1）の 3
種の界面活性剤を用いた場合に、安定なナノ
粒子が得られることが確認された。さらに、
得られた S/O ナノ粒子からの OVA の徐放性
を調査した結果、界面活性剤の炭素鎖が短く
なるにつれ、徐放能が上がることが判明した。 

図 2. マウス皮膚への蛍光修飾OVAの浸透性. (a) 皮膚切
片像, (b) 蛍光輝度プロット, (c) 皮膚浸透経路. OVA aq.: 
OVA水溶液, OVA S/O: OVA内包 S/O製剤. Bars: 100 µm. 

 
	 同時に行ったブタ（Yukatan micropig, YMP）
皮膚片を用いた浸透試験、および、マウス皮
膚の蛍光顕微鏡観察の結果（図 2）、S/O粒子
に内包された OVA が皮膚内部へと浸透して
いくことが明らかとなった。つまり、皮膚中
における S/O ナノ粒子からの OVA の速やか
な放出が、OVAの皮膚中への浸透量向上に影
響を与え、延いては抗原特異的な免疫応答の
誘導を促進すると考えられる。 



(2)S/O 製剤による経皮がんワクチンの開発	 
	 がんワクチンは、がんに発現するがん抗原
を投与することでがん細胞を特異的に殺傷
する細胞障害性 T細胞を活性化する、がんの
予防・治療法である。体内の免疫システムを
利用することで、副作用や転移・再発の危険
性が少なく、悪性腫瘍に対しても効果を示す
治療法として期待されている。 
	 がん抗原として、まずモデルの OVA を用
いた検証実験を行った。OVA 内包 S/O 製剤
を調製し、マウス両耳耳介部に一週間おきに
計二回、経皮投与を行った。最終免疫から一
週間後、OVA発現がん細胞である E.G7-OVA
細胞をマウス背部に皮下接種し、腫瘍成長を
評価した。投与した OVA に対する免疫が誘
起されていれば、E.G7-OVAが発現する OVA
を目印として抗腫瘍免疫が働き、腫瘍成長が
抑制されるはずである。 
	 結果、非免疫化マウス (Control) では腫瘍
体積の著しい増加が確認されたが、免疫化マ
ウスでは増加が有意に抑制されていること
が明らかとなった (図 3a)。この腫瘍成長の抑
制は、同量の抗原を皮下投与した場合 
(Injection) と比べ、S/O 製剤を経皮投与した
場合 (S/O) に同等以上であり、S/O製剤を用
いた免疫化が経皮がんワクチンに有効であ
ることが示された。 

図 3. モデルがん抗原OVA免疫化によるマウスの抗腫瘍
効果. (a) 腫瘍成長抑制効果 および (b) 免疫化マウスか
ら採取した脾臓細胞から産出されたサイトカイン . 
Control: 未処理, Injection: OVA水溶液の皮下投与, S/O: 
S/O製剤の経皮投与. データは(a) 5–6匹, (b) 3–4匹のマ
ウスの平均値と標準偏差である。*p < 0.05. 
 
	 体内の免疫は細胞性免疫 (Th1 型) と液性
免疫 (Th2 型) に大別されるが、がん免疫に
おいては細胞性免疫 (Th1 型) を活性化する
ことが重要である。誘導された免疫種の同定
のため、免疫化マウスから採取した脾細胞を
培養しサイトカイン産生量を調査した。S/O
製剤を用いて免疫化を行ったマウスにおい
て Th1型の指標となるサイトカイン IFN-γ産
生が増加していることが示され、S/O 製剤は
がん免疫に有効とされる細胞性免疫を顕著
に高めることができると示唆された (図 3b)。 
	 腫瘍形成前に免疫化を行う「予防」だけで
なく、腫瘍形成後に免疫化を行う「治療」効
果を示す製剤開発のため、免疫効果の向上を
目指し、アジュバントと呼ばれる免疫賦活剤
の添加効果を検証した。アジュバントの中で
も、Toll様受容体と呼ばれる免疫細胞に発現
する受容体に対するリガンドを検討に用い
た。親水性アジュバントであるオリゴヌクレ

オチド (CpG) 及び疎水性アジュバント R848
を、それぞれ S/Oナノ粒子内部と外部油状基
材に添加した S/O製剤、S/O-CpGと S/O-R848
を調製した。予め E.G7-OVAがん細胞を接種
し腫瘍形成させた担がんマウスに、経皮免疫
化を行った。結果、S/O-R848を用いた場合に、
アジュバント非添加の S/Oと比較して顕著な
腫瘍成長の抑制が認められ、油状分散製剤で
ある S/Oには疎水性アジュバントの添加が有
効であることが確認された (図 4a)。免疫化に
より生存期間の延長も認められた (図 4b)。す
なわち、適切なアジュバント添加により免疫
効果を増強することで、がんの治療も可能で
あることが示された。 

図 4. アジュバント含有 S/O 製剤を用いたがん治療. (a) 
腫瘍成長抑制効果  および  (b) マウス生存率の向上 . 
Control: 未処理,  Injection: 皮下投与, S/O: S/O製剤の経
皮投与, S/O-R848: R-848含有 S/O製剤の経皮投与. デー
タは 5匹のマウスの平均値と標準偏差である。 
 
	 免疫細胞に特異的に働きかけるアジュバ
ント以外にも、皮膚中へ浸透する抗原絶対量
を向上させることで、免疫効果の増強が見込
まれる。そこで経皮吸収促進剤として疎水性
イオン液体 (IL) を添加した S/O製剤、S/O-IL 
を開発した。用いた ILは長鎖アルキル基を有
しており、皮膚最外層の角層を構成する脂質
の結晶構造を部分的に乱すことでバリア機
能を減じ、抗原の皮膚浸透性が向上すると期
待した (図 5a)。実際に YMP皮膚を用いた in 
vitro実験では、IL添加により抗原の浸透量が
1.3–1.6 倍程度向上した (図 5b)。 

図 5. (a) 用いたイオン液体 (IL) の化学構造、(b) 各製剤
を用いた抗原 OVAの皮膚浸透性、(c) マウスを用いた腫
瘍成長抑制効果 および (d) 免疫バランス評価. (b) OVA 
aq.: OVA水溶液, S/O: S/O製剤, S/O-IL: IL含有 S/O製剤. 
データは 3枚のブタ皮膚を用いた平均値と標準誤差. (c) 
Control: 未処理, Injection: OVA水溶液の皮下投与, S/O: 
S/O製剤の経皮投与, S/O-IL: IL含有 S/O製剤の経皮投与. 
データは 4–5匹のマウスの平均値と標準誤差. *p < 0.05. 



	 さらに S/O-IL を用いて経皮免疫化を行っ
たマウスでは、腫瘍成長の抑制が通常の S/O
製剤と比較して劇的に向上した (図 5c)。免疫
化マウス血清中の OVA 特異的抗体産生を定
量すると、S/O-ILを用いて経皮免疫化を行っ
たマウスでは、OVA特異的抗体産生が増大し
ていることが明らかとなった。免疫バランス
（液性免疫/細胞性免疫のバランス）の変化は
殆ど認められなかった (図 5d)。すなわち、IL
を添加して OVA の皮膚浸透性を向上させる
と、体内の免疫バランスを変化させることな
く免疫を増強できることが示された。 
	 以上より、S/O 製剤ががんワクチンとして
有効であることが示された。続いて、実在が
んに対する有効性を検証するため、皮膚がん
の一種であるメラノーマを用いた検討を行
った。抗原として、がん化した細胞組織のみ
に発現するメラノーマの分化抗原ペプチド
TRP-2を用いた。調製した S/O製剤により同
様にマウスに経皮免疫化を行った後、メラノ
ーマ細胞 B16F10 をマウス背部に播種した。
結果、モデル抗原OVAを用いた際と同様に、
免疫化を行ったマウスにおいて腫瘍成長の
抑制が認められた。この抑制効果は、アジュ
バントとして R848 を添加した S/O 製剤を用
いたときに顕著であり、実在がんに対しても
本免疫システムが有効に機能する可能性が
示唆された (図 6)。 
 

図 6. メラノーマがん抗原 TRP-2 免疫化によるマウスの
抗腫瘍効果. (a) 腫瘍成長抑制効果 および (b) マウス生
存率の向上. Control: 未処理, Injection: OVA水溶液の皮
下投与, S/O: S/O製剤の経皮投与, S/O-R848: R-848含有
S/O 製剤の経皮投与. データは 5–6 匹のマウスの平均値
と標準偏差である。*p < 0.01. 
 
 
(3)スギ花粉症治療のための経皮ワクチン開
発	 
	 スギ花粉症などのアレルギー疾患に対す
る治療法としては、現在、薬物により症状を
緩和させる対症療法が一般的である。一方で、
アレルゲンをワクチンとして用いる免疫療
法（減感作療法）は、唯一の根本的治療法で
あることから、抜本的な体質改善や治療効果
に期待が寄せられている。特にアレルゲン分
子から一部のアミノ酸配列を取り出した T細
胞エピトープワクチンを用いる免疫療法は、
治療中に重篤な副作用を起こす恐れがない
ため、その実用化が待たれている。 
	 スギ花粉中には 2 種類のアレルゲン分子
(Cry j 1および Cry j 2)が特定されており、さ
らに 7個所のアミノ酸配列がヒトの T細胞に

認識されるエピトープとして報告されてい
る。本研究では、この 7個のエピトープをト
リアルギニンリンカーを介して連結させた
ペプチド 7CrpRを、E. coliを用いて産生した。
得られた 7CrpRをショ糖ラウリン酸（L195）
に内包させた S/O製剤を調製した。 
	 YMP 皮膚を用いた浸透性試験の結果では、
S/O 製剤を用いた場合、リン酸緩衝生理食塩
水溶液に比べて 7CrpRの皮膚浸透量が 5倍に
向上したことが示された。 
	 続いて、スギ花粉症モデルマウスへの投与
実験を行った。7CrpRを封入した S/O製剤を
1 週間に 1 回、3 週間にわたり花粉症モデル
マウスへ経皮投与した。また、コントロール
として、7CrpR のリン酸緩衝生理食塩水溶液
を貼付剤にして同様に投与した (図 7)。 

図 7. T細胞エピトープワクチン投与による、スギ花粉症
モデルマウス治療実験の概念図. 
 
	 その結果、S/O 製剤を投与されたモデルマ
ウス血清中の総 IgE 値の減少が確認され (図
8a)、抗原特異的 IgE値がコントロールマウス
に比べて有意に減少した (図 8b)。このことか
ら、注射による皮下投与には及ばないものの、
S/Oに封入したスギ花粉症の T細胞エピトー
プワクチンがマウス皮膚から効率よく皮下
へ浸透し、効果を発揮したことが推察された。 
 

 
 
図 8. エピトープワクチン投与による、スギ花粉症モデ
ルマウス血清中の抗体値の変化. (a) 総 IgE 値 および 
(b) 抗原特異的 IgE値. 
データは 4-6匹のマウスの平均値と標準偏差である。*p < 
0.05、**p < 0.01、***p < 0.0001 
 
	 アレルギーを発症した患者の体内では、健
常者に比べて免疫反応が液性免疫 (Th2 型) 
優位になっていることが知られており、細胞
性免疫 (Th1 型) を活性化することで、アレ
ルギー反応を生じにくい体質に戻すことが



できると考えられる。そこで、Th1 型免疫を
誘導することが知られている免疫賦活剤
R848 (Resiquimod; 図 9a) を 7CrpR と同時に
S/O 製剤に添加することで、より効果的な免
疫療法製剤の開発を試みた。少量のエタノー
ルに溶解させた R848 は、水にもイソプロピ
ルミリスチン酸にも溶解させることが可能
であるが、S/O ナノ粒子の中に封入した場合
と、外の油状基剤に添加した場合では、製剤
からの放出挙動に違いがあることが明らか
となった。また、S/O ナノ粒子がある場合、
ない場合に比べて R848 はより緩やかに放出
されたことから、長期にわたる継続的な投与
が可能となると期待できた(図 9b)。 

図 9. (a) R848 (Resiquimod) の化学構造 および (b) S/O
製剤からの放出挙動 . R848 は S/O ナノ粒子の外側 
(R848out) または中側 (R848in) に添加した. また、コン
トロールとしてR848と界面活性剤L195を油状基剤に溶
解させたものを用いた。 
 
	 続いて、R848 と 7CrpR を含む S/O 製剤を
スギ花粉症モデルマウスに経皮投与した結
果、マウス血清中の総 IgE値、抗原特異的 IgE
値、抗原特異的 IgG2a値の全てがコントロー
ルマウスに比べて減少したことから、免疫反
応全体を抑制できたことが示唆された。さら
に、Th1型および Th2型免疫の指標となる抗
体値の比率を求めた結果、免疫バランスが細
胞性免疫優位になったことが明らかとなり、
スギ花粉症治療に効果的であることが示さ
れた (図 10)。 

 
図 10. エピトープワクチン投与による、スギ花粉症モデ
ルマウス血清中の抗体値比率の変化. データは 6 匹のマ
ウスの平均値と標準偏差である。*p < 0.05 
 
	 体内の腸管免疫を利用したスギ花粉症の
免疫療法の既報では、7種類の T細胞エピト
ープペプチドを連結させた方が高いアレル
ギー改善効果が示された。しかし、皮膚から
の薬物投与では分子の大きさが皮膚内への
浸透性の低下に大きく影響を与えることか
ら、連結していないペプチド 7種の混合物を
経皮投与することで、より効果的なワクチン

として使用することを試みた。 
	 12-19 残基のアミノ酸からなる T 細胞エピ
トープペプチド 7 種を等モルで混合し、S/O
製剤に封入した。得られた S/O製剤をスギ花
粉症モデルマウスに投与した結果、免疫賦活
剤を添加していないにもかかわらず、注射に
よる皮下投与と同程度の IgE値抑制効果が確
認された。さらに、花粉症特有の鼻掻き行動
の頻度も減少したことから、スギ花粉症が緩
和されたことが強く示唆された。 
	 さらに、IFN-γ、IL-4、IL-10 および IL-13
の 4種のサイトカイン値を調べたところ、S/O
製剤を経皮投与したマウスでは、全てのサイ
トカイン値がコントロールマウスに比べて
減少していることが判明し、経皮免疫が Th2
型免疫のみならず、Th1型免疫と制御性 T細
胞も抑制している可能性が示された (図 11)。 

図 11. 経皮ワクチン投与による各種サイトカイン値の変
動.  (a) IFN-γ、(b) IL-4、(c) IL-10 および (d) IL-13の全
てが減少した。データは 4匹のマウスの平均値と標準偏
差である。*p < 0.05、**p < 0.01 
 
	 S/O 製剤を用いたスギ花粉症免疫製剤の経
皮投与により、花粉症の症状が緩和される可
能性が見いだされた。今後は、どのような免
疫細胞が関与しているかの解明が、より効率
的な経皮免疫製剤の開発に不可欠な課題で
ある。さらに、経皮ワクチン機能の向上を達
成し、臨床試験への橋渡しを行いたいと考え
ている。 
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