
静岡県立大学・薬学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３８０３

基盤研究(B)（一般）

2022～2020

鼻－脳輸送機構に基づく核酸送達ナノDDSの開発とグリア標的治療への応用展開

Development of nucleic acid delivery nano-DDS based on nose-to-brain route and 
its application to glia targeted therapy

６０４３４０１５研究者番号：

金沢　貴憲（Takanori, Kanazawa）

研究期間：

２０Ｈ０４５３７

年 月 日現在  ５   ６ ３０

円    13,700,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、前脳部（大脳皮質・海馬）を標的とする核酸医薬のNose-to-Brainナノ
DDS技術の確立を目的として、様々な物性のリポソームのNose-to-Brain移行動態を解析することで、PEG修飾か
つ正電荷が前脳部選択的な送達に適するナノキャリア物性であることを明らかとした。また、正電荷を示す粒子
径50nm以下のPEGブロックポリマー/ペプチドからなるナノ粒子が、核酸医薬による大脳皮質・海馬における顕著
に高い標的遺伝子ノックダウンを示し、脳虚血再灌流障害マウスに対する優れた治療効果を発揮することを実証
した。

研究成果の概要（英文）：In this study, to establish nose-to-brain nanoDDS technology for nucleic 
acid drugs targeting the forebrain (cerebral cortex and hippocampus), liposomes with various 
properties were analyzed for their nose-to-brain transfer kinetics, and it was found that 
PEG-modified and positively charged liposomes are suitable nanocarrier properties for delivery 
selectively to the forebrain. In addition, nanoparticles composed of PEG-block polymers/functional 
peptides with a positive surface charge and a particle size of less than 50 nm showed remarkably 
strong target gene knockdown in the cerebral cortex and hippocampus by nucleic acid drugs, 
demonstrating a superior therapeutic effects on mice with cerebral ischemia/reperfusion injury.

研究分野： 薬物送達学

キーワード： Nose-to-Brain　核酸DDS　ナノ粒子　グリア標的治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた成果は、中枢神経系への核酸DDS技術の開発に関する重要な情報を提供するものと期待され
る。また、本研究を通じて確立した再現性の高い多成分系共集合化ナノ粒子の調製手法ならびにナノ粒子を用い
た大脳皮質や海馬のミクログリアを標的とするNose-to-BrainナノDDS技術による核酸治療システムは、認知症を
はじめとする様々な中枢神経系疾患患に対する非侵襲的薬物治療開発における重要な基盤技術となり得ると考え
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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

これまで有効な治療薬が存在しなかった神経変性疾患、脳腫瘍、脳血管障害等の中枢神経系疾
患に対し、疾患関連分子をｍＲＮＡレベルでノックダウンできる核酸医薬は、新規治療薬として
期待されており、これまでヌシネルセン（ＳＭＮ遺伝子変異患者を対象とした脊髄性筋萎縮症治
療剤）やトフェルセン（ＳＯＤ１遺伝子変異患者を対象とした筋萎縮性側索硬化症治療剤）等が
開発されている。しかしながら、これらはいずれも髄腔内投与で患者に適用されるものであり、
侵襲性が高く、患者に対する負担が大きい。一方、中枢神経系への新たな薬物輸送ルートとして、
経鼻投与による Nose-to-Brain 経路が注目されている。本経路では、鼻粘膜から神経回路（嗅神
経と三叉神経）を介して中枢神経系に直接的に薬物が到達するため、血液脳関門を介さない効率
的な中枢神経系への薬物輸送と、非標的組織である末梢臓器に対する副作用の軽減の両方の効
果が期待できる。代表者は、これまで、ナノキャリアを用いた Nose-to-Brain 経路を介する薬物
送達技術について研究を進めてきたところ、ナノキャリアの物性が Nose-to-Brain 経路による
脳内分布動態に重要な因子であることを示す予備的な知見を得た。また、様々な中枢神経系疾患
に関与しているミクログリアへ核酸医薬を届けて疾患関連分子をノックダウンすることは有効
な治療戦略となることが期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究では、様々な中枢神経系疾患における代表的な脳内領域である前脳部（大脳皮質・海馬）
を標的とする核酸医薬の Nose-to-Brain ナノ DDS 技術の確立を目的とし、代表者らが開発した
in vivo 核酸導入に優れる PEG ブロックポリマー/機能性ペプチドからなるナノ粒子を脳前部へ
の選択的送達に適する物性・組成へ改変するとともに、的治療について神経変性疾患（アルツハ
イマー型認知障害）モデル動物を用いて検証する。さらに、ミクログリア標的治療への応用展開
を目指し、ミクログリア細胞への高い親和性を示す脂質様材料を同定し、これをナノ粒子へ共集
合化したハイブリットナノ粒子についても検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 各種リポソームの Nose-to-Brain 移行動態の解析 
蛍光標識した種々の物性のリポソームをマウスに経鼻投与後、一定時間に摘出した嗅球、脳

（前部・後部）・延髄脊髄の蛍光分布を蛍光イメージング装置で観察した。また、定量的解析と
して、[3H]-コレステロールで標識した種々のリポソームをマウスに経鼻投与し、一定時間後に
摘出した嗅球、脳、延髄脊髄中の放射活性を液体シンチレーションによって測定し、投与量に対
する各組織中の分布量を算出した。これらの実験は、実験動物への負担の少ない吸入麻酔下で、
安定的に経鼻投与できる鼻腔内投与法を用いて実施した。本投与法は外科的手術によって、食道
から鼻腔内へカニューレを通し、そこにシリンジポンプをつなげることで、吸入麻酔下で食道側
から直接鼻腔内へ薬液を定速で送り込む方法である。そのため、従来のピペットによる経鼻投与
では回避できなかった投与時の粘膜繊毛クリアランスによる食道や気道側への流出を防ぐこと
で、精密な動態情報を得ることが期待される。 
(2)各種 PEG ブロックポリマー/ペプチドナノ粒子の経鼻投与後の脳内標的分子ノックダウン効
率の評価 

(1)の検討で見出した前脳部（大脳皮質・海馬）への優れた送達を示すナノキャリア物性を指
標に、様々な種類およびポリマー/ペプチド比で調製した PEG ブロックポリマー/機能性ペプチ
ドからなる各種ナノ粒子に、脳内全域に恒常的に発現している malat-1 を標的とする
siRNA(malat-1 標的 siRNA)を搭載し、マウスを用いて経鼻投与による大脳皮質・海馬における標
的遺伝子ノックダウン効率について RT-qPCR により評価した。 
(3)ミクログリア細胞に対するナノ粒子の取り込みと細胞毒性評価 
様々な脂質材料（PS 誘導体、PC 誘導体、PE 誘導体、ssPalm 誘導体）からなる蛍光標識ナノ粒

子および PEG ブロックポリマー/機能性ペプチドからなる蛍光標識ナノ粒子をそれぞれ調製し、
それらのミクログリア細胞（BV2）への取り込みを Flow Cytomerty を用いて評価した。また、ミ
クログリア細胞への高い取り込みを示した脂質材料をナノ粒子に共集合化させたハイブリット
ナノ粒子を調製し、同様に取り込みを評価するとともに、細胞毒性評価を行った。 
(4) 脳虚血再灌流障害モデルマウスに対する核酸搭載ナノ粒子の治療効果の検証 
脳虚血再灌流障害モデルマウスは、栓糸による一過性中大脳動脈閉塞（t-MCAO）法を用いて作 

製した。虚血 2 時間後に再灌流した直後に NF-κB を標的とした siRNA（抗 NF-κB siRNA）を
単独およびナノ粒子に搭載して経鼻投与し、虚血 2 時間-再灌流 22 時間後の炎症性サイトカイ 
ンの mRNA 発現抑制効果、梗塞体積および神経学的スコアを評価した。 
 
４．研究成果 

はじめに、本研究で標的とする大脳皮質・海馬（前脳部）への送達に適した粒子物性を明らか

とするため、異なる表面電荷および PEG 修飾または未修飾の蛍光標識リポソームを調製し、それ



らの経鼻投与後の脳および脊髄における分布について ex vivo イメージングで観察した。さら

に、放射性同位体（radioisotope: RI）標識ナノキャリアを調製し、それらを経鼻投与後の経時

的な脳および脊髄内分布について、定量的に解析し、比較した。その結果、経鼻投与後 60 分後

において、PEG修飾正電荷リポソー

ムは、前脳部周辺で低度の蛍光が

観察され、PEG修飾中性リポソーム

は脳および脊髄全体で蛍光が観察

された。一方で、PEG 修飾負電荷リ

ポソームは蛍光が全く観察されな

かった。120 分後においては、PEG

修飾正電荷リポソームは嗅球およ

び前脳部での蛍光の局在が観察さ

れた。一方、PEG 未修飾中性リポソ

ームは 60分後および 120分後どち

らにおいても前脳部に強い蛍光の

局在が観察された。脳および脊髄

内の蛍光は時間の経過とともに強

くなっていることから、リポソー

ムは鼻から脳へ継続的に移行し、

実質内を拡散していることが示さ

れた。次に、[3H]標識リポソームを

経鼻投与し、一定時間後に摘出し

た各組織にける[3H]の分布を測定

した（図１）。各電荷のリポソーム

の前脳部および嗅球における[3H]

の分布量は、PEG 修飾正電荷リポソ

ームおよび PEG 修飾中性リポソームが高く、投与 60 分後から 120 分後にかけてほとんど変化し

なかった（Fig. 1A）。一方、後脳部および延髄脊髄では、PEG 修飾中性リポソームは投与 60 分

後から 90 分後にかけて分布量が増加し、90 分後において分布量のピークが見られた（Fig. 1B, 

C）。このとき、後脳部および延髄脊髄における PEG 修飾中性リポソームの分布量は、他のリポソ

ームと比較して、顕著に高い分布を示した。これらの結果から、経鼻投与による Nose-to-Brain

経路を介した前脳部への選択的かつ効率的な薬物送達には、PEG を修飾した正電荷のナノキャリ

ア物性が重要であることが明らかとなった。 

 そこで次に、リポソームの検討で見出した優れた前脳部（大脳皮質・海馬）への送達を示す表

面物性（PEG 修飾かつ正電荷）を指標に、PEG ブロックポリマー/機能性ペプチドナノ粒子の組成

の最適化を行った。ペプチド 2 種と 6 種類の PEG ブロックポリマーとの組み合わせ計 12 種の核

酸搭載ナノ粒子を作製し、動的光散乱法による平均粒子径と粒度分布の評価から、5～30mV の電

荷領域かつ優れた分散均一性と物性安定性を示す組成を 3 種類同定した。次に、同定した 3 種類

の組成について、様々なポリマー/ペプチド比ならびに N/P 比で調製したナノ粒子に malat-1 標

的 siRNA を搭載し、マウスを用いて経鼻投与による大脳皮質・海馬における標的遺伝子ノックダ

ウン効率の定量的評価を行った。その結果、表面電荷 5-10mV、粒子径 50nm 以下を示す PEG-PCL

ポリマー/ペプチドからなるナノ粒子において、大脳皮質・海馬における顕著に高いノックダウ

ン効率を示した。さらに、本ナノ粒子による siRNA のミクログリア細胞への取り込みおよび細胞

毒性について検証した結果、siRNA の高い取り込みを示し、顕著な細胞毒性は見られなかった。

さらに、PEG ブロックポリマー/機能性ペプチドナノ粒子の物性の均質化を目指し、粒径制御に

優れたバッフル構造を持つマイクロ流体デバイスを用いて、各種調製パラメーターの最適化を

行い、多分散指数 0.2 以下を示す PEG ブロックポリマー/機能性ペプチドナノ粒子を再現良く調

製する条件を確立した。 

次に、ミクログリア細胞への親和性の高い脂質材料（PS 誘導体、PC 誘導体、PE 誘導体、ssPalm

誘導体）の探索を行った結果、ssPalm 誘導体が最も優れたミクログリアへの取り込み向上を示

すことを明らかとした。また、ssPalm 誘導体のナノ粒子へのハイブリッド化について検討した

結果、マイクロ流体デバイス法により、脂質材料はナノ粒子への良好な搭載性を示し、ナノ粒子

のミクログリア細胞への取り込みを有意に向上させることを明らかとした。 

最後に、海馬や大脳皮質における高い標的遺伝子ノックダウン効果およびグリアへの高い取

込みを示す物性のナノ粒子に治療用核酸を搭載し、経鼻投与による脳内送達および有効性をモ

図 1 各種[3H]-Cholesterol 修飾リポソームの経鼻投与 60 分、90

分、120 分後の（A）前脳部、（B）後脳部、（C）延髄脊髄、（D）嗅球

における[3H]-cholesterol (percent injected dose per gram tissue 

(%ID/g tissue)). 赤：PEG修飾正電荷リポソーム、青：PEG修飾負

電荷リポソーム、緑：PEG修飾中性リポソーム 

One-way ANOVA, followed by Tukey’s post hoc test, *p < 0.05 
and **p < 0.01. 



デルマウスを用いて評価した。モデルマウスには、大脳皮

質や海馬における炎症などによる機能障害が報告されて

いる脳虚血再灌流障害モデルマウスを用いて行った（図

２）。治療核酸として炎症性サイトカインの代表的な調節

因子である NF-κB 標的 siRNA を用いた。結果より、抗 NF-

κB siRNA搭載ナノ粒子の経鼻投与群は、未治療群や抗 NF-

κB siRNA 単独経鼻投与に比べて、大脳皮質や海馬を中心

とする脳虚血領域における炎症性サイトカインの mRNA 発

現量を顕著に抑制し、治療効果の指標である梗塞体積の増

大や神経学的スコアの増悪を有意に抑制した。また、ミク

ログリア細胞を用いて、ナノ粒子による siRNA の細胞内

取り込み・炎症性サイトカイン発現抑制効果・細胞毒性を

評価した結果、ミクログリア細胞への高い取込みならび

に炎症性サイトカイン産生を有意に抑制した一方で、細

胞毒性は確認されなかった。 

以上、本研究を通じて確立したナノ粒子は前脳部（海馬や大脳皮質）におけるミクログリアを

治療標的とする Nose-to-Brain 型核酸ナノ DDS 技術となることが期待される。 

図 2 脳虚血再灌流障害モデルマウス

に対する核酸（NF-κB標的 siRNA）搭

載ナノ粒子の経鼻投与による脳スライ

スの TTC染色画像 

赤：正常組織、白：梗塞巣 
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