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研究成果の概要（和文）：タンパク質の経鼻投与は，脳内への速やかな薬物送達，全身性副作用の回避ができ，
非侵襲的なため理想的な脳内デリバリーの経路といえる。しかし，タンパク質を鼻腔へそのまま投与しても，粘
液での洗浄作用，粘膜中プロテアーゼによる分解，さらに粘膜組織の透過性の低さが問題でほとんど脳へ到達す
ることはない。本研究では，これらの問題を克服するために，固体のSolid-in-Oil-in-Water（S/O/W）エマルシ
ョンをタンパク質性薬物のキャリアとして用いた。結果として，粘膜近傍でエマルション油相を酵素分解するこ
とで，放出した界面活性剤-タンパク質複合体が脳内タンパク質デリバリーを促進することが判明した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study is to develop a nose to brain protein delivery 
system using emulsions. Intranasal administration of protein has a few problems such as mucosa 
clearance, low absorption from the epithelial cell layers and protease degradation. To overcome 
these problems, the S/O/W emulsions using solid fat were examined as protein carriers. This study 
demonstrated that the proteins/surfactant complexes released by the emulsion collapse promote nose 
to brain protein delivery.

研究分野：医用化学工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜親和性の高い脂溶性集合体による膜透過促進技術が，鼻腔からのタンパク質脳内デリバリーに応用できること
が確認された。今後，この技術で脳内へのタンパク質デリバリーが確立できれば，アルツハイマー病やパーキン
ソン病などの脳疾患を煩っている患者に対してのQOLが向上し，社会への貢献は非常に大きい。また，投与技術
がなく臨床試験が滞っている多くのバイオ医薬品の製剤化も進むことが予想され，産業界への波及効果も大きい
と考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

高齢化社会が進む中，アルツハイマー病など今後益々増加が予測される脳疾患に対し，バイオ
医薬品（タンパク質）が有望な治療薬として注目されており，それらの脳への送達技術の開発が
望まれている。しかし，効果的な脳への薬物送達手段がまだない。そのため，脳疾患に関しては
外科的手術など極めて侵襲的治療がなされているのが現状である。薬物脳内デリバリーのため，
血中からのルートが長年検討されてきたが，脳への異物侵入防御機構である血液脳関門を突破
できていない 1)。そこで近年，新しい経路として，経鼻投与が注目されている。鼻腔嗅上皮と脳
の中枢神経系にはこれらを連結する独自のルートが存在するためである。  
経鼻投与は，脳内への速やかな薬物送達，全身性副作用の回避ができ，非侵襲的なため理想的

な薬物脳内デリバリーの経路といえる。しかし，親水性高分子であるタンパク質を鼻腔へそのま
ま投与しても，（１）粘液での洗浄作用，（２）粘膜中プロテアーゼによる分解，さらに（３）粘
膜組織の透過性の低さが問題でほとんど脳へ到達することはない。現在，膜透過促進剤や微粒子
キャリアの利用が検討されているが，大幅な促進には至っていない 2)。 
 

２．研究の目的 

本研究では，Solid-in-Oil-in-Water（S/O/W）エマルションをタンパク質性薬物キャリアとし
て用いた。S/O/W エマルションは，親水性高分子であるタンパク質を界面活性剤で被覆し表面改
質を行った脂溶性集合体を Oil-in-Water（O/W）エマルションの油滴中に分散させたものである。 

脂溶性集合体がもつ細胞膜親和性による透過促進作用を鼻粘膜に応用し，鼻腔内最上部に位
置する嗅上皮細胞近傍まで送達できれば脳への移行が進むと考えられる。そこで，エマルション
への粘膜付着性付与よる粘膜滞留性の向上，微細化による粘膜深部への送達により，脂溶性集合
体を上皮細胞層表面へ集積するキャリアの開発を目指した。また従来の S/O/W エマルションは
安定性が低いため，油相に固体脂を用いた固体の S/O/W エマルションキャリアを開発し，Nose-
to-Brain デリバリーキャリアとしての利用を試みた。 

 

３．研究の方法 

3-1. 固体 S/O/W エマルションの調製 

 FITC 修飾 BSA（FITC-BSA）水溶液とショ糖エルカ酸エステル（ER290）含有シクロヘキサンを
ホモジナイザーで高速撹拌（21,600 rpm）し，凍結乾燥することで，脂溶性集合体を得た。これ
をトリミリスチン含有ジクロロメタン中に分散させた Solid-in-Oil（S/O）サスペンションと水
溶性界面活性剤水溶液をホモジナイザーで高速撹拌し，Solid-in-Oil-in-Water（S/O/W）エマル
ションを調製した。続いて，SPG 膜に圧入し粒子径制御を行い，恒温槽内で振盪（100rpm, 2h，
40℃）させ，ジクロロメタンを除去し固体 S/O/W エマルションを得た。粘膜付着性修飾エマルシ
ョンの調製には，0.01wt%キトサン溶液と混合した。 

3-2. タンパク質の細胞内導入評価 
 細胞培養ディッシュに粘膜上皮細胞モデルの Caco-2 細胞を播種し，静置培養した後，固体
S/O/W エマルションを添加した。PBS で洗浄後，パラホルムアルデヒド溶液で固定し，フローサ
イトメーターによりタンパク質の細胞内導入効率を評価した。 
3-3. 脳移行性評価 

 上記と同様の方法でモデルタンパク質としてインスリンを封入した固体 S/O/W エマルション
を調製した。また，油脂として大豆油を用いた液体の S/O/W エマルションも用意した。 
マウス（ddY）に三種混合麻酔薬を腹腔内注射した後に，仰臥位の体勢にし，マイクロピペッ

トを用いて各鼻腔 10 µL ずつ計 20 µL のエマルション製剤を投与した。その後，リパーゼ溶液
を各鼻腔に 5 µL ずつ投与した。所定の時間で脳を摘出し，PBS 中で粉砕することでインスリン
の抽出を行った。遠心分離後の上澄みに含まれるインスリンを ELISA 法で定量した。 
 
４．研究成果 
4-1. 固体 S/O/W エマルションの調製条件の検討 
本研究では，固体脂を有機溶媒に溶解してエマル

ションを調製後に，溶媒を除去することで，固体脂
微粒子の水中懸濁液（固体エマルション）を形成さ
せる方法で，固体 S/O/W エマルションの調製を試み
た。エマルション形成にあたり，様々な親水性界面
活性剤を検討したが，溶媒除去後に分散性の良い球
状粒子の形成が可能なポリビニルアルコール（PVA）
を選択した。 
粒子径制御には膜乳化法を用いた。SPG 膜細孔径

の大きいものから順に通していくことで SPG 膜の
細孔径にあわせて微細化できることが確認された
（図１）。0.6 µm の SPG 膜を通すことで平均粒子径
は 0.46 µm まで微小化できることが分かった。 図１ 固体 S/O/W エマルションの粒子径分布 



0.5 µm よりも小さい粒子は粘膜深部に送達できるとの報告があることから，目的にあった粒子
径制御が可能となった。 
この中で，ホモジナイザーと膜孔径 0.6 µm の SPG 膜を用いて調製した固体粒子の SEM 画像を

図２に示す。どちらの場合も得られた粒子表面形態が滑らかではなかったが球形であることが
確認された。 
次に，静電的相互作用を利用しエマルション表面に粘膜付着性高分子であるカチオン性のキ

トサンの表面修飾を試みた。図３に粒子表面電位を示す。エマルションのみでは表面が負に帯電
しているのに対し，キトサンの添加により表面電位が正に変化した。このことから粘膜付着性を
有するキトサンの修飾が確認された。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
4-2. タンパク質の細胞内導入評価 
図４に 0.6 µm の SPG 膜で調製された固体

S/O/W エマルションの細胞導入効率を示す。利用
したCaco-2細胞は粘膜上皮細胞モデルとして使
用される細胞である。導入量の比較から水溶液
よりもキャリアを用いた方が細胞内に導入され
やすいことが分かった。キャリアの中でもキト
サン修飾が行われたエマルションにおいて導入
効率が増加し，油分解酵素であるリパーゼを添
加したときにさらに導入が進んだ。これは，キト
サンが細胞表面への付着性を有すること，及び
細胞周辺での油相の分解が脂溶性集合体の細胞
への接触，融合を促進したためだと考えられる。
このことから，エマルションが細胞近傍に送達
されることはタンパク質導入には有利となるこ
とが示唆された。 
 
4-3. タンパク質の脳移行性評価 

S/O/Wエマルションをキャリアとしてタンパク質の Nose-to-Brainデリバリーが可能であるか
をマウスを用いて評価した。しかし，キャリアとして固体 S/O/W エマルションを用いた場合，ほ
とんどインスリンは脳へ移行しなかった。固体脂を用いて調製したエマルションが阻害に働い
ている可能性があると考え，液体 S/O/W エマルションでも評価を行った。結果として，液体 S/O/W
エマルションをそのまま鼻腔に投与しても脳への移行性は促進されなかったが，リパーゼを用
いた油脂の分解処理を併用すると脳への移行性が大きく向上することが判明した。油の分解に
より脂溶性集合体の膜透過性効果を十分に活かすことができたためだと考えられる。 
 これらの結果から，脂溶性集合体が嗅上皮細胞を透過する可能性は示唆されたが，固体 S/O/W
エマルションでは脂溶性集合体の特性を活かすことができないことが判明した。エマルション
特性から粒子設計を見直し，改良することが必要である。また，鼻腔から脳への輸送メカニズム
が定かでないため，今後，粘膜面の直接観察などにより解析する予定である。 
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図２ 固体脂粒子の SEM 画像 

 (a)ホモジナイザー，(b)SPG 膜孔径 0.6 µm 

 図３ エマルション油滴表面のゼータ電位 

 

図４ タンパク質の細胞導入効率 

E:エマルション，E-Chi:キトサン修飾エ
マルション，Lip:リパーゼ処理 
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