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研究成果の概要（和文）：本研究は、バイオ医薬の経口および経鼻投与時のバイオアベイラビリ

ティを改善するための新しい素子となる機能性ペプチドの安全性と有用性、およびその作用機

構を検討した。また、この機能性ペプチドを処方最適化条件に基づき新規デリバリーキャリア

（スマートハイドロゲルおよび逆ミセル型高分子ナノ粒子）に組み込み、その有用性を in vivo
で明らかにした。その結果、機能性ペプチドの安全性および有効性は著しく高く、またデリバ

リーキャリアとの適合性も良好であり、様々なバイオ医薬に応用可能な非侵襲的デリバリーシ

ステムの構築の可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to investigate the safety and 
usefulness of functional peptides, which are expected as new tools to improve the 
bioavailability of oral and nasal administration of biologics, and was to clarify the 
mechanism of their absorption enhancement action. In addition, these functional peptides 
were incorporated to new carriers, such as smart hydrogels and the reverse-type micelle 
nanoparticles, and their usefulness were investigated in the in vivo study.  As a result, we 
found that safety and efficacy of the functional peptide is significantly high, and good 
compatibility with the delivery carrier was shown. Therefore, this study demonstrated that 
high possibility of developing a non-invasive delivery system using functional peptides, and 
the delivery system can be applied to various biologics. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 ペプチド、タンパク質や核酸などのバイオ
医薬は、メタボリックシンドローム、感染症
や癌など様々な疾患治療薬として世界的に
その需要が急増している。これらバイオ医薬
の投与形態は現在、注射剤が主流となってい
るが、患者 QOL 向上、医療費削減のために
は、これらの薬物の注射回数の低減や非注射
剤化が極めて重要かつ急務である。しかしな
がら、バイオ医薬は生体内での安定性が低く、
また粘膜透過性も著しく低いため、注射投与
以外での製剤化は極めて困難であり、経口製
剤として実用化されているものは皆無であ
る。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、現在の社会的ニーズも鑑み、高
いバイオアベイラビリティ（BA）を備えた、
バイオ医薬のための非侵襲的デリバリーシ
ステムを創製し、臨床での早期実用化を目指
すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)機能性ペプチドと各種バイオ薬物との結
合親和性の評価ー各種機能性ペプチドをビ
オチンラベル化しBIAcore の反応プレートに
結合させ、各種バイオ薬物の濃度を変えて反
応させることにより、結合定数を求める。 
 
(2)ラットを用いた吸収実験により機能性ペ
プチドによる各種バイオ薬物の BA 評価を行
う。 
 
(3)Caco-2 細胞を用いた細胞透過実験により
機能性ペプチドの消化管粘膜透過機構およ
び毒性評価を行う。 

 
(4)In silico手法により各種バイオ薬物の
BA を最大にする機能性ペプチドの構造を決
定する。 
 
(5)Hella 細胞を用いて逆ミセル型高分子ナ
ノ粒子の細胞内取り込みへの機能性ペプチ
ドの有効性を検討する。 
 
(6)スマートハイドロゲルと機能性ペプチド、
バイオ薬物との親和性を in vitro および in 
vivoで検討する。 
 
４．研究成果 
 
(1) これまでの研究により明らかとなった最
も効果の高い機能性ペプチド：ペネトラチン
について、ペプチド鎖長、構成アミノ酸の種
類およびアミノ酸配列を変えた構造改変体
20 種を合成し、各種構造改変体のインスリン
吸収促進効果をラット in situ吸収実験法を
用いて比較検討した。その結果を図１に示す。
機能性ペプチドの構造の特徴については以
下の傾向が示唆された。①ペプチドの長さを
短くしない方が良い、②構成するアミノ酸の
種類は変えない方が良い、③塩基性アミノ酸
の位置は保持した方が良いが Rと K の位置は
逆でも良い。また、これらの構造の特徴を考
慮し、R および K の位置を固定し他のアミノ
酸をランダム配列にした改変体の中で、ペネ
トラチンより強い効果を示すものを新たに

 
 



見出すことが出来た。 
 
 また、構造改変体 20 種の特徴から、より
優れた効果を有する機能性ペプチドの構造
を推定した。具体的には、フロンティア分子
軌道法論により各アナログの HOMO や LUMO な
どのパラメータを求め、これらとインスリン
AUC との関係をコホーネンの自己組織化マッ
プにより解析をし、オリジナルのペネトラチ
ンよりも数倍強いアナログ体を見出す事が
出来た（図２）。このペプチドはペネトラチ
ンに比較してインスリンの腸管吸収性を３
倍、鼻粘膜吸収性を 10 倍上げることが示さ
れた。 
 
 (2)Caco-2 細胞を用いて、機能性ペプチド自
身およびペプチド薬物の吸収促進メカニズ
ムについて詳細な検討を行った。その結果、
D-R8 によるインスリン透過促進作用は
apical側からbasal側方向のみの透過に認め
られ、D-R8 の作用は方向性を有する可能性が
示唆された（図３）。さらに、図４に示すよ
うに、D-R8 は、インスリン 1分子に対して約
1.5 分子が結合したときに、顕著な透過促進
作用を示した。これらのことから、ある分子
数以上の D-R8 の結合がインスリン透過促進
作用には必要である可能性が強く示唆され、
また、Caco-2 単層膜透過実験は in vivoにお
ける D-R8 の吸収促進効果を反映する良好な
モデルとなることが示唆された。 

 
(3) Caco-2 および Hella 細胞を用いて、機能
性ペプチド自身の透過メカニズムおよびペ
プチド薬物の吸収促進メカニズムを詳細に
検討した。この結果、ペプチドの膜透過促進
作用は方向性があること、エネルギー介在で
あること、また複数のエンドサイトーシス経
路が関与していることが示された。 
 
(4) Hela 細胞および Caco-2 細胞を用いて、
機能性ペプチド自身の透過メカニズムおよ
びペプチド薬物の吸収促進メカニズムを詳

細に検討した。ペネトラチン存在下、Hela 細
胞は 200nm の逆ミセル型高分子ナノ粒子を温
度依存的に取り込み促進することが明らか
となった。また、Caco-2 細胞を用いた透過お
よび取り込み挙動の検討においては、機能性
ペプチドによるインスリン透過性促進作用
は、非飽和性・エネルギー非介在性の細胞内
取込み経路を介して生じる可能性が示唆さ
れた。  

 
(5)インフルエンザ A型抗原をモデル抗原と
して選択し、D-penetratin と共に経鼻投与し
て in vivoにおける抗体価の変動を検討した
結果、IgG ならびに IgA 抗体価の顕著な上昇
が認められた。penetratin を利用することで、
ワクチン抗原およびナノ粒子を用いた新規
経鼻粘膜ワクチンデリバリーシステムの開
発の可能性が示唆された。 
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