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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞膜透過性ペプチド(CPPs)を基盤ツールとするバイオ薬物の非侵襲的送達シス
テムの創製の確立と臨床開発への橋渡し研究を目的とし以下の成果を得た。１）CPPsによる膜透過促進作用の主要機構
を解明、２）人工ニューラルネットワークによるin silico探索研究により天然のCPPsより優れた新規ペプチド配列（P
enetraMax）を発見し特許化、３）in vivo毒性試験によりCPPsは局所的にも全身的にもは高い安全性を有することを示
した。さらにCPPsを用いた臨床製剤の創製に向けた基礎的知見が得られ、これらの結果を踏まえ経口PETイメージング
研究を進めるための実験系の確立も達成できた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish non-invasive delivery systems for biodr
ugs based on new delivery tool: cell-penetrating peptides (CPPs) and to perform translational research, an
d the following results were obtained: 1) Elucidation of main mechanism of membrane permeation enhancing e
ffects by CPPs, 2) Novel peptide sequence (PenetraMax) that is superior to natural CPPs was obtained by in
 silico exploratory research using an artificial neural network, 3) Clarification of CPPs' high safety sys
temically and locally by in vivo toxicity tests. Furthermore, useful knowledge for development of the clin
ical formulations of CPPs, and based on the above results, an experimental conditions to perform oral PET 
imaging studies were established.
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質や核酸などのバイオ医薬の投
与形態は注射剤が主流である。患者 QOL 向上
および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
要かつ急務であると叫ばれながらも、経口投
与などの非侵襲的投与経路を利用した新規
剤形開発はなかなか大きな進展が認められ
ない。これまでの開発戦略の多くは、単に“生
体内での安定性の向上を目的とした試み”で
あり、それだけでは臨床で有効性および安全
性 が 保 証 で き る ほ ど に 充 分 な
bioavailability（BA）を得ることは困難で
ある。つまりバイオ薬物の非注射剤化を可能
にするためには生体膜透過性を強力に改善
できる新たな機能素子の開発が何としても
必要不可欠である。このような新たな機能素
子として、我々は細胞膜透過性ペプチド：
cell-penetrating peptides (CPPs)に着目し
た。CPPs は、Tat ペプチドに代表される 10
残基程度のカチオン性ペプチドで、近年、安
全かつ有用性の高い細胞内導入ベクターと
して注目されている。我々は、生体膜透過能
を有するこれら CPPs を、バイオ薬物の非侵
襲的投与における BA ブースターとして用い
ることを提案し、その有効性を世界で初めて
証明することができている。しかし、臨床開
発を行うためには、毒性試験を行う必要があ
り、ヒト投与の前に安全性を保証しなければ
ならない。また、安全性の保証を強力にサポ
ートするためにも、徹底した吸収促進機構の
研究および体内動態研究が必須である。この
ような基礎研究を固めることにより、安全性
の保証されたバイオ薬物の BA enhancer とし
ての CPPs の作用を最大にするデリバリーシ
ステムを構築できると期待される。 
 
２．研究の目的 
 本研究はバイオ薬物の生体膜透過性を強
力に改善する新規機能素子：細胞膜透過性ペ
プチド(CPPSs)を利用した非侵襲的デリバリ
ーシステムの創製を確立し、臨床開発を早期
に実現するための橋渡しとなる研究の遂行
を目的とする。具体的には CPPs の透過促進
機構の包括的解明、in vivo 毒性試験、in 
silico での新規 CPPs の探索並びに非侵襲的
デリバリーシステムの創製とPETイメージン
グを用いた臓器移行性の非侵襲的・速度論的
解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)CPP によるバイオ薬物吸収促進機構解
明：Caco-2 細胞実験によりバイオ薬物-CPP
の膜透過過程を分離して各素過程へのCPPの
関与とCPP自身の細胞内動態を速度論的に明
らかにする。 
(2)In vivo毒性試験：CPP を単回および慢性
投与後の粘膜（鼻および消化管）の組織学的
評価および単回および繰り返し投与後（30
日）の毒性試験を行い生体への安全性を明ら

かにする。 
(3)新規 BA enhancer 素子の探索：数 10 種類
の CPPs 構造改変体を合成し、分子軌道法に
よる構造計算、分子間相互作用、吸収促進活
性等の情報を in silico解析し、有力な新規
素子を見いだす。 
(4)非侵襲的デリバリーシステムの創製：粉
末製剤、スマートハイドロゲルマイクロ粒子
および逆ミセル型高分子ナノ粒子を候補製
剤とし、デリバリーキャリアを選択し最適化
する。 
(5)PET イメージングを用いたバイオ薬物の
速度論的解析：デリバリーシステムからの薬
物の吸収挙動をPETを利用した分子イメージ
ング手法により画像化し、吸収後の薬物体内
動態とそれに及ぼす CPPs の効果について速
度論的に解析する。 
 
４．研究成果 
(1)CPP によるバイオ薬物吸収促進機構解
明：Caco-2 細胞を用いて様々な条件下詳細な
検討を行い、その結果、CPP 自身の生体膜透
過はほとんどおこらず、細胞分画に留まるこ
と、バイオ薬物への吸収促進作用は漿膜側で
はなく粘膜側から優位に起こること、また適
用するCPPが低濃度ではエネルギー介在輸送
で、高濃度では非エネルギー介在輸送により
バイオ薬物の吸収促進作用が起こっている
ことを明らかにし、これらの結果を論文化し
た。 
 
(2)In vivo毒性試験：この研究では、インス
リ ン を モ デ ル 薬 物 と し 、 ３ 種 類 の
CPP(L-penetratin, D-penetratin, 
PenetraMax)を用いて、Wistar 系雄性ラット
に単回、ならびに 30 日間１日２回連続経鼻
投与実験を行い、吸収促進効果ならびに毒性
を評価した。その結果、PenetraMax は最も著
明にインスリンの鼻粘膜からの吸収を促進
し、BA はほぼ 100%に達した。30 日間１日２
回連続経鼻投与後の血中濃度—時間曲線は１
日目および単回投与時と同じであり、安定し
た吸収促進効果が得られることが明らかと
なった(Fig. 1)。また、鼻粘膜組織の形態学
的検査ならびに炎症性および免疫原性のバ
イオマーカーの経日的変動の結果から、局所
的にも全身的にも何ら毒性が認められない
ことを明らかにし、これらの結果を論文化し
た。これらの結果から、penetratin の非常に
高い安全性が示され、臨床試験に向けての準
備が進んだ。 
 
(3)新規 BA enhancer 素子の探索：数十種類
の penetratin 構造改変体を合成し、分子軌
道法による構造計算、分子間相互作用、吸収
促進活性等の情報を合わせて人工ニューラ
ルネットワークの一種である自己組織化マ
ップを用いて解析し、CPP の構造記述子と吸
収促進効果との関連性を明らかにすること
ができた(Fig. 2)。この情報をもとに、天然



の penetratin より吸収促進作用がより強力
なペプチド配列を見出し、それを動物実験に
より実証し論文化ならびに特許を取得した。 

 (4)非侵襲的デリバリーシステムの創製：投
与経路を経口として、最初は混合溶液として
CPP の機能評価を開始した。その結果、溶液
投与でも充分に主薬の薬理効果を発揮でき
ることが明らかとなった。特にインスリンを
用いた場合では、約 20％の薬理学的利用率を
得ることに成功した。今後はこの基礎的知見
に基づき、臨床製剤として使用しやすい剤形
への開発を続ける。 

 
(5)PET イメージングを用いたバイオ薬物の
速度論的解析：経口投与の PET イメージング
実験系の確立を試みた。本研究では、従来よ
り用いているペントバルビタールのような
簡便な麻酔が使用できないため、プロポフォ
ールなどの消化管蠕動運動に影響をしない
麻酔を用いた吸収実験系への変更が必要と
なった。本研究では数時間にわたり安定した
吸収実験が行える大腿静脈への持続注入条
件など実験条件を確立した。 
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〔産業財産権〕 
 
○取得状況（計 3 件） 
 
名称：経鼻投与用医薬組成物 
発明者：森下真莉子,高山幸三,井田伸夫, 青
木孝夫 
権利者：東レ株式会社 
種類：特許 
番号：04711013 
取得年月日： 2011 年 4 月 23 日 
国内外の別：国内およびメキシコ（登録

2012/07/05）, 中国（登録 2012/10/29）,ロ
シア（登録 2012/08/31） 
 
名称：医薬組成物 
発明者：森下真莉子,高山幸三,井田伸夫, 青
木孝夫 
権利者：東レ株式会社 
種類：特許 
番号：05103748 
取得年月日： 2012 年 10 月 12 日 
国内外の別：国内 
 
名称：両親媒性ペプチド含有医薬組成物 
発明者：森下真莉子,高山幸三,西尾玲士,井
田伸夫 
権利者：東レ株式会社 
種類：特許 
番号：05076374 
取得年月日：2012 年 9 月 12 日 
国内外の別：国内 
 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.pharm.kobegakuin.ac.jp/~dds/
index.html 
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