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研究成果の概要（和文）：　本研究では、脳梗塞治療のためのdrug delivery system（DDS）の構築を目的と
し、好中球を薬物担体として用いるNeutrophil-mediated DDSに関する研究を行った。乳酸－グリコール酸共重
合体（PLGA）が主成分のマイクロディスクを作成し、好中球表面に搭載した。マイクロディスクを載せた好中球
の遊走能を評価し、搭載による遊走能への影響はほとんどないことを示した。同好中球を炎症モデルマウスに投
与したところ、炎症部位に集積性を示すことが示唆された。今回、Neutrophil-mediated DDS technologyを開発
するための基盤となる研究成果が得られた。

研究成果の概要（英文）： In this study, a neutrophil-mediated drug delivery system (DDS) was 
designed and constructed for the purpose of ischemic stroke treatment. We prepared a micro disk 
composed of poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) and modified neutrophils with the disk. The results
 of transwell assay indicated that the disk modification hardly affect the migration ability of 
neutrophils. When the disk-modified neutrophils were intravenously injected into inflammation model 
mice, they accumulated in the area of inflammation. Our results suggest that neutrophil-mediated DDS
 technology might be useful for the treatment of diseases with inflammation.

研究分野： 薬物送達学

キーワード： drug delivery system　マイクロディスク　好中球　炎症　脳梗塞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　生細胞を薬物担体として用いるDDSに関する基盤研究は、これまでにない斬新なDDS医薬の創製に貢献するもの
であり、さらには細胞医薬の効果を高めるための研究の発展に繋がるであろうと期待される。
Neutrophil-mediated DDS technologyの開発と治療応用に関する本研究は、細胞医薬が拓く未来の医療のさらに
その先を見据えた挑戦的な取り組みであるといえる。

※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 

 我が国において脳梗塞は要介護に至る原因疾患の第 2 位であり、現在の超高齢社会において

その治療成績の向上は喫緊の課題である。これまでに我々は、脳梗塞モデル動物において粒子径

100 nm 程度のナノ粒子がペナンブラ領域に集積することを見出し（図 1）、ナノ drug delivery 

system（DDS）の脳梗塞治療への応用に関して研究成果をあげてきた。脳梗塞時に血液脳関門の

透過性が亢進することはヒトでも報告されており、ナノ DDS の臨床応用が期待される。しかし、

脳梗塞モデルにおけるナノ粒子のペナンブラ領

域への集積は、再灌流後は時間経過に伴って減

少し、半日以内には検出限界以下になる。これは

ナノ粒子がペナンブラ領域に移行するためのル

ートが再灌流後に閉ざされるためであると考え

られ、従来のストラテジーでは DDS の効果が得

られる治療タイミングは限られるという課題が

あった。そこで我々は、好中球が脳梗塞急性期か

ら修復期にわたって長期に障害部位へと浸潤することに着目し、好中球を薬物担体として利用

する Neutrophil-mediated DDS の開発と治療応用を目指すという着想に至った。これまでに好中

球を担体として薬物送達に成功した例はまったくないが、マクロファージを薬物担体とする cell-

mediated DDS が報告されている。そこで本研究では、好中球を用いて薬物を送達する革新的な

DDS 技術で世界をリードし、脳梗塞患者の QOL 改善に繋げるための研究に着手した。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、Neutrophil-mediated DDS technology を世界に先駆けて創出し、従来技術では十分

な効果が得られていない脳への薬物送達に応用することを試みる。これまでに我々は、血液脳関

門の破綻をきたす脳疾患の病態に着目し、ナノ粒子を用いた脳への薬物送達の有効性に関して

多くの知見を蓄積してきた。脳虚血時あるいは再灌流後早期にナノ粒子化した脳保護剤を投与

することにより、DDS の効果によって高い脳保護効果や治療可能時間の延長が得られることを

動物モデルで明らかにしてきた。しかしながら、血液脳関門のバリアー能は脳梗塞の病態進行に

伴って経時的に変化するため、バリアー能が回復した後ではナノ粒子化脳保護剤を投与しても

DDS の効果はあまり期待できない。そこで本研究では、従来の DDS 技術では達成し得なかった

レベルで脳機能の回復を図るため、脳梗塞の病態進行に合わせた斬新な DDS 技術を開発する。

この目的を達成するため、我々は好中球を用いて薬物を送達する Neutrophil-mediated DDS 

technology を創出するという着想に至った。好中球は炎症に対して速やかに反応する免疫細胞で

あり、脳梗塞急性期から修復期にわたって脳に浸潤し、障害部位の修復に関与することが知られ

ている。本研究では、好中球を担体にして細胞保護作用や神経再生作用を示す薬物あるいはタン

パク質を障害部位に送達するためのシステムを開発し、画期的な脳梗塞治療に繋げることを目

指す。このような細胞に薬を載せる創薬アプローチは、次世代の薬として期待が大きい細胞医薬

のさらにその先を見据えたものといえる。 

 

 

図 1. ナノ粒子を用いた脳梗塞巣への薬物送達 



３．研究の方法 

 好中球に薬物を送達させる技術の開発を目的とし、好中球の表面に搭載する薬物封入用の円

盤型マイクロ粒子（マイクロディスク）を設計した（図 2）。生体適合性が高い乳酸－グリコー

ル酸共重合体（Poly(lactic-co-glycolic) acid: PLGA）

を主成分とするマイクロディスクをマイクロコ

ンタクトプリンティング法によって調製した。

PLGA の乳酸／グリコール比や分子量を変化させ

ることにより、PLGA に保持させた薬物の放出制

御を行うことが可能になる。直径 6 µm の円形凸

面が無数にパターニングされた dimethylpolysiloxane（PDMS）上に、PLGA と細胞接着用基材を

2 層構造となるようにコートし、スタンプすることで作製した。細胞接着用基材としては、好中

球に発現する CD206 と CD44 にそれぞれ親和性があるキトサンとヒアルロン酸を用い、各基材

を Layer-by-layer 法により積層させて細胞接着部を作成した。CD206 はウイルスや細菌の表面上

の高マンノース構造と結合することで貪食による病原体の排除を担っており、好中球の細胞膜

表面における発現が確認されている。また CD44 は広く白血球に発現しており、ホーミングや浸

潤の過程に関与することが報告されている。この 2 つの受容体にそれぞれ親和性を有する正電

荷のキトサンと負電荷のヒアルロン酸を Layer-by-layer 法により積層させることにより、マイク

ロディスクを好中球に搭載することを試みた。作成したマイクロディスクをマウスから単離し

た好中球に添加し、フローサイトメトリーを用いた結合性試験を行った。この結合性試験の結果

を指標にし、好中球表面に結合させるのに適したマイクロディスクの調製条件を決定した。マイ

クロディスクの搭載が好中球の遊走能に及ぼす影響を調べるため、トランスウェルアッセイに

よる遊走試験を実施した。トランスウェルアッセイでは、好中球およびマイクロディスクをそれ

ぞれ蛍光標識し、マイクロディスクを搭載した好中球が血管内皮細胞の単層を超えてレシーバ

ー側に到達する様子を観察した。次にこのマイクロディスクにモデル薬物として superoxide 

dismutase（SOD）封入するための検討を実施した。PLGA と SOD を混合して薬物担体部への SOD

の封入を試みた。また同様にモデル薬物としてカルシニューリン阻害剤タクロリムスを PLGA

内に封入するための検討についても実施した。PLGA への各薬物の封入率を算出し、マイクロデ

ィスク内に封入する薬物の選択の指標にした。薬物を封入したマイクロディスクを搭載した好

中球の遊走能をトランスウェルアッセイで評価し、薬物の封入が好中球の遊走能に及ぼす影響

について検討した。マイクロディスクを搭載した好中球をマウスに静脈内投与し、その体内分布

について検討した。この体内分布の検討は、正常マウスと炎症モデルマウスを用いて行った。炎

症モデルマウスは、マウスにリポポリサッカライド（LPS）を投与し、肺に炎症を誘導した。 

 

４．研究成果 

本研究では、薬物担体部と細胞接着部の 2 層構造を持つ扁平状の粒子を作製するためにマイ

クロコンタクトプリンティング法を用いてマイクロディスクを作成した。本技術はトップダウ

ン型の粒子の調製方法であり、材料のロスが多いものの、鋳型の形状をした粒子が得られる。マ

イクロディスクの材料は、薬物担体部は PLGA を、細細胞接着部は、好中球に発現する CD206

と CD44 にそれぞれ親和性があるキトサンとヒアルロン酸を用いた。直径 6 µm の円形凸面がパ

ターニングされた PDMS 上でマイクロディスクを調製したところ、平均直径約 3.9 µm、厚さ約

図 2. 好中球に載せるマイクロディスク 



50 nm のディスクが得られた（図 3）。このマイクロディスクをマウ

ス好中球に添加したところ、約 50%の好中球にマイクロディスクが

結合したことがフリーサイトメトリー解析により明らかになった。

また顕微鏡観察の結果、マイクロディス

クが好中球の表面に結合している様子

が観察された（図 4）。扁平状の µm オ

ーダーの粒子は細胞に取り込まれにく

いことが報告されており、それゆえにマ

イクロディスクは細胞表面に結合した

と考えられる。また、ヒアルロン酸の代わりにキトサンと同じく

CD206 に対する親和性を有するアルギン酸を用い、好中球へのマイ

クロディスクの搭載を試みたところ、ヒアルロン酸を用いたものほ

どの修飾率は得られなかった。これらの結果から、好中球表面の異

なる受容体に親和性を有する各基材を積層させた方が高いマイクロディスク修飾率が得られる

ことが示唆された。 

マイクロディスクの搭載が好中球の遊走能に及ぼす影響、および好中球によるマイクロディ

スクの輸送についてトランスウェルアッセイにより評価した。その結果、マイクロディスクの搭

載による好中球の遊走能への影響はほとんどないことが示された。またマイクロディスクが好

中球の遊走に伴って血管内皮細胞の層を通過したことから、好中球はマイクロディスクを保持

した状態で血管内皮細胞の層を移動可能であることが示唆された。マイクロディスク単体では

血管内皮細胞の層を通過しなかったため、好中球に搭載することでマイクロディスクが通過し

たことが明らかになった。 

次にマイクロディスクへの薬物封入に関する検討を実施した。これまでのマイクロディスク

に関する研究は、Layer-by-layer 法のみで薬物非封入のマイクロディスクを調製したものが多く、

薬物を封入したマイクロディスクに関する研究報告は少ない。本研究では、マイクロディスクの

PLGA 層に薬物を封入することを試みた。マイクロディスクにモデル薬物として superoxide 

dismutase（SOD）を封入したところ、SOD の封入率が低く、封入条件に関するさらなる検討が

必要な結果となった。そこで、脳保護効果が報告されているタクロリムスを封入したマイクロデ

ィスクの作成についても並行して検討を行った。タクロリムスは、免疫抑制剤としてはすでに承

認されている薬物であり、神経細胞に高発現するカルシニューリンの阻害により脳梗塞時の

Nitric Oxide Synthase（NOS）の産生やアポトーシスを抑制することが知られている。またタクロ

リムスは、以前に脳梗塞に対する臨床試験が行われたが、腎不全などの重い副作用により試験中

止に至っているため、DDS の応用が望まれる薬物と考えられる。そこで、タクロリムスを PLGA

内に封入したマイクロディスクを調製し、好中球の遊走能に及ぼす影響を評価した。その結果、

マイクロディスク内に封入したタクロリムスは好中球の遊走能に影響を及ぼさないことが示さ

れた。したがって、マイクロディスクを搭載した好中球を用いることで、脳保護効果を持つタク

ロリムスの送達が可能であることが示唆された。 

 最後に、マイクロディスクを搭載した好中球の体内分布に関する検討を実施した。蛍光標識し

た好中球にマイクロディスクを搭載し、正常マウスに静脈内投与したところ、投与する好中球数

によって体内分布が大きく変化することが明らかになった。次に、同様の体内分布に関する検討

を肺炎症モデルマウスにおいて実施したところ、好中球が炎症部位に集積性を示すことが示さ

図 3. マイクロディスク 
直径約 3.9 m、厚さ約 50 nm 

図 4. マイクロディスク
を搭載した好中球 
緑：細胞質、青：核、 
赤：マイクロディスク 



れた（図 5）。本結果から、好

中球を用いた DDS 技術であ

る Neutrophil-mediated DDS 

technology が炎症部位への薬

物送達に有効である可能性

が示唆された。本研究の当初

計画では、 photochemically-

induced thrombosis（PIT）法あ

るいは栓子法で作成した中

大脳動脈閉塞マウスを脳梗塞モデルとして用い、Neutrophil-mediated DDS technology の有効性を

示す予定であったが、研究期間内にはそこまで到達しなかった。マイクロディスク内への SOD

の封入率が低く、当初計画にはなかったタクロリムスの封入に関する追加検討を実施し予定外

の時間を費やした結果、脳梗塞モデルにおける評価については今後の検討課題となった。しかし

ながら、タクロリムスを封入したマイクロディスクを搭載した好中球の調製に成功し、好中球が

炎症部位に集積性を示すことが実験的に証明されたことから、今後の発展が大いに期待される

研究成果が得られたと考えられる。 

以上より、本研究では Neutrophil-mediated DDS technology を構築するための基盤となる成果が

得られた。Neutrophil-mediated DDS technology に関する研究成果は、これまでにない斬新な DDS

医薬の創製に貢献するものであり、さらには細胞医薬の効果を高めるための研究の発展に繋が

るであろうと期待される。 

 

 

 

図 5. マイクロディスクを搭載した好中球の炎症肺への集積 
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