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研究成果の概要（和文）：末梢に投与されたバイオ薬物が中枢作用を発揮するためには、極めて緻密な生体バリアであ
る血液脳関門 (BBB) を突破し効率的に脳へと到達しなければならない。そこで本研究では、BBBを介さず直接脳に薬物
を送達可能な鼻腔－脳経路に着目し、バイオ薬物の効率的な脳内デリバリーを達成するための基盤技術の構築を試みた
。細胞膜透過ペプチド (Cell-penetrating peptides: CPPs) の併用により、経鼻投与されたバイオ薬物が効率的に脳
へと送達され、さらに、中枢疾患治療効果を発揮することが明らかになった。本研究を通じて、バイオ薬物を用いた新
たな中枢疾患治療法構築の可能性が拓けた。

研究成果の概要（英文）：The biopharmaceuticals are required to permeate through blood-brain barrier (BBB) 
for achieving the efficient therapeutic effect in central nervous system (CNS). In this study, we 
therefore tried to develop the successful strategy for brain delivery of biopharmaceuticals via the 
direct nose-to-brain transport, which can bypass the BBB. The biopharmaceuticals coadministered 
intranasally with cell-penetrating peptides (CPPs) was efficiently delivered to the brain parenchyma 
including cerebral cortex and hippocampus, and eventually showed the therapeutic actions for CNS 
disorders. This study opened new avenues for developing a novel CNS pharmacotherapy with 
biopharmaceuticals.

研究分野： 薬剤学、ドラッグデリバリー
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病に代表される中枢疾患
の多くは、依然として十分な治療満足度が得
られていない難治性疾患である。現在、それ
ら中枢疾患の病態は徐々に解明されつつあ
り、原因となる生体内分子の補充もしくは制
御を目的としたタンパク質・ペプチドなどの
バイオ医薬品の創成が期待される。しかし、
たとえ脳内において顕著な治療効果を示す
候補薬物が見出されたとしても、末梢ルート
を介して血中に供給された薬物が治療部位
である脳へ到達するためには、物質輸送を厳
密に制御する血液脳関門 (BBB) を突破しな
ければならない。病態に関わる分子に直接作
用しうるバイオ薬物の治療効果は極めて大
きいものと期待されるが、BBB による輸送制
限は低分子医薬品と比較してはるかに厳し
く、バイオ薬物のもつ潜在能力を十分に引き
出すことは困難である。一方近年、鼻腔から
脳に繋がる直接的な薬物移行経路の存在が
示唆されている。経鼻投与を介した脳薬物送
達が可能となれば、静脈内もしくは脳内注射
といった侵襲的経路を介することなく、治療
満足度・薬剤貢献度の著しく低い中枢疾患群
の薬物治療向上ならびに新薬開発を果たせ
るものと強く期待される。 
 現在のところ鼻腔から脳への薬物移行経
路は明確にはされていないが、一部の報告で
は嗅神経軸索およびそれらを包囲する嗅神
経鞘細胞により形成されるチャネル状経路
を介した嗅球への移行と、そこから脳脊髄液
への流入、さらに血管周囲腔を介した脳全体
への分布が候補メカニズムの中心として考
えられている 1)。本投与経路は脳への集積性
を示すことから、治療標的部位が脳である場
合、全身への曝露が抑えられるという利点を
有する。しかし、低分子薬物の場合にはチャ
ネルを経由した瞬時の脳輸送が達成される
ことが示されているのに対し、タンパク質や
ペプチドなどの高分子薬物の場合には嗅神
経の樹状突起部への取込みが必要となり、輸
送速度および効率は低分子と比較して劣る
とされている 1)。このことから、単にバイオ
薬物を経鼻投与しただけでは、現実的には期
待されるほどの脳移行性は達成されず、結果
的に全身副作用の出現が懸念される。そのた
め、経鼻投与を介して全身曝露を抑えたまま
バイオ薬物を、効率的に脳へと送達させるた
めには、それら薬物に神経細胞内移行能を付
与することが求められる。 
 
２．研究の目的 
 前述の通り、タンパク質やペプチドなどの
高分子薬物が鼻腔から嗅神経を介して脳へ
と効率的に移行するには、嗅神経細胞内への
取込み効率を向上させることが重要である。
当研究室ではこれまでに、細胞膜透過ペプチ
ド (CPPs) と呼ばれる機能性ペプチドを用
いることによって、従来注射剤として使用さ
れてきたタンパク質・ペプチド薬物（バイオ

薬物）の経口・経鼻吸収の実現の可能性を示
してきた 2-4)。特に、代表的 CPP である
penetratin が、インスリンの非注射投与時の
バイオアベイラビリティ (BA) を著しく改
善することを明らかにした。 
 そこで本研究では、これまでの研究成果を
応用し、各種中枢疾患治療バイオ薬物を
CPPs と併用し経鼻投与することによって、
鼻腔から中枢へと繋がる嗅神経へのバイオ
薬物の取込み、さらには脳内への移行効率を
飛躍的に向上させることを試みた（図 1）。こ
れにより、非侵襲的、かつ他の臓器への薬物
分布を極力回避した安全な新規中枢疾患薬
物治療法を確立することを目的とした。 
 

図 1 CPPs 併用経鼻投与を介した 
バイオ薬物の脳内デリバリーの模式図 

 
３．研究の方法 
(1)バイオ薬物経鼻投与実験法 
 本研究では、モデルバイオ薬物として、認
知症治療への活用が期待されるインスリン、
グルカゴン様ペプチド-1 (GLP-1)、Exendin-4、
また、自閉症治療に有効とされるオキシトシ
ン、概日リズム等に関わる血管作動性腸ペプ
チド (VIP) を用いた。一方 CPPs として、代
表的かつ効率的な細胞内移行能を有する
penetratin を利用した。本戦略は、バイオ薬
物および CPPs の共有結合を施さない単純物
理混合溶液を調製し、これを投与液とした。 
 ddY雄性マウスもしくはSprague-Dawley雄
性ラットにバイオ薬物および CPPs の混合溶
液を経鼻投与し、一定時間経過後に採血およ
び脳摘出を実施した。特に、ラットを用いた
実験では、経鼻投与後の鼻腔内での薬液の希
釈や咽頭側もしくは口腔内への流出を抑え
るため、Hirai らにより確立された手法を用
いて食道および鼻口蓋を閉鎖した 5)。脳内分
布評価時には、より正確に脳組織内濃度を解
析するため、心臓より氷冷緩衝液を還流して
脱血した後に脳を摘出し、さらに嗅球、視床
下部、海馬、大脳皮質、小脳、脳幹の 6部位
に分割した。血液および脳ホモジネートは遠
心分離した後、上清を測定用サンプルとした。
血漿中および脳組織中のバイオ薬物の濃度
は、ELISA 法により定量した。 
 
(2)オートラジオグラフィおよびガンマカウ
ンタによる脳内分布の高感度解析 
 高感度な脳内インスリン分布解析を可能
にするため、キレータとして NODAGA を架橋
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したインスリンに 68Cu を標識した（68Cu- 
NODAGA-インスリン）。上述と同様の方法に従
い 、 68Cu-NODAGA- イ ン ス リ ン お よ び
penetratin の混合溶液を Sprague-Dawley ラ
ットに投与し、一定時間経過後に脳を摘出し
12 分割のスライス切片を作成した。スライス
切片中の放射能分布をオートラジオグラフ
ィにより画像化するとともに、ガンマカウン
タを用いて各スライス切片中の放射能を測
定した。 
 
(3)老化促進モデルマウス (Senescence- 
accelerated mouse: SAM) を用いた中枢薬理
学的評価 
 脳送達されたバイオ薬物による中枢疾患
治療効果を評価するため、モデル薬物インス
リンによる記憶学習改善効果をモリス水迷
路試験により解析した。16週齢の SAM マウス
に 1 日 1 回 8 週間毎日インスリンおよび
penetratin 混合溶液を連続経鼻投与した翌
日から、円形プールを用いたモリス水迷路試
験を実施しプラットフォーム到達時間を計
測することにより、記憶学習能力の指標とし
た。さらに、アルツハイマー病の原因物質と
して考えられているアミロイドβ（Aβ） の
血中濃度および脳内濃度をELISA法により測
定し、Aβ量変化と治療効果との関連性を評
価した。 
 
４．研究成果 
(1)インスリン経鼻投与後の脳移行性に及ぼ
す CPPs の影響 
①ELISA 法に基づく評価 
 マウスおよびラットを用いたインスリン
経鼻投与実験の結果、鼻腔から脳へのインス
リンの移行効率が L-もしくは D-penetratin
併用投与によって顕著に増大することが明
らかになった。さらに、脳を 6 部位（嗅球、
視床下部、海馬、大脳皮質、小脳および脳幹）
に分割し脳内分布特性について解析した結
果、投与部位である鼻腔に近い吸収で最も顕
著なインスリン濃度の上昇が認められた。ま
た、嗅球のみならずその他の部位においても
インスリン濃度の上昇が認められたことか
ら、penetratin 併用下で鼻腔−脳実質経路を
介して先端の嗅球に到達したインスリンが
徐々に脳深部へと移行したと推察された。 
 
②放射標識インスリンを用いた評価 
 上述の ELISA 法による定量に加えて、より
高感度に画像化および定量解析が可能な放
射能標識体を用いたオートラジオグラフィ
およびガンマカウンティング法による経鼻
投与後のインスリン脳内分布解析を実施し
た。オートラジオグラフィの結果より、L-お
よび D-penetratin 併用時に放射活性の増強
が認められ、特に嗅球で最も強い放射活性が
認められた（図 2）。また、脳後部に進むにつ
れて放射能が減弱していることから、インス
リンの脳への移行に鼻腔からの直接的な輸

送が寄与していることが示唆された。この結
果は、ガンマカウンタによる放射能測定結果
とも相関していることから、バイオ薬物の効
率的な脳送達法としての CPPs 併用経鼻投与
法の有用性な手段となることが示唆された。 
 

図 2 オートラジオグラフィによる 
インスリン脳内分布解析 

 
(2)その他のペプチド薬物の鼻腔−脳移行性
に及ぼす CPPs の影響 
 上述の結果より、両親媒性 CPP である
penetratin を用いることにより、経鼻投与後
のインスリンの脳移行性を顕著に増大でき
ることが明らかになった。従って次に、CPP
併用経鼻投与法の応用性を評価するため、
種々のペプチド薬物の経鼻投与後の脳移行
性に及ぼす penetratin の影響について評価
した。モデルペプチド薬物として、GLP-1、
Exendin-4、オキシトシンおよび VIP を用い
た。このうち、L-または D-penetratin の併
用により経鼻投与後のExendin-4の脳移行性
が顕著に増大することが明らかになった。一
方、GLP-1、オキシトシン、VIP については
penetratin 併用によるわずかな脳内濃度の
上昇傾向が認められたものの、内因性の各ペ
プチドによって打ち消されたため、経鼻投与
したペプチド薬物の明確な脳移行促進作用
は認められなかった。以上の結果より、CPPs
は様々なバイオ薬物の鼻腔から脳への移行
性を高めることができると期待されるが、今
後より詳細に検討することが必要である。 
 
(3)CPPs を介したインスリン脳送達における
鼻腔−脳間直接輸送の寄与 
①カプリン酸ナトリウム併用時の鼻腔−脳移
行性との比較 
 上述の結果より、CPPs を併用することによ
り、インスリンや Exendin-4 経鼻投与後の脳
移行性が増大することが明らかになった。鼻
腔から脳実質内へとバイオ薬物が直接移行
する場合には、血中を経由しないため、バイ
オ薬物の全身での副作用発現の可能性を低
減することが可能である。しかしながら、前
述の結果では、鼻腔からどのような経路を辿
り脳に到達したのか厳密な検証には至らな
かった。そこで、CPPs 併用経鼻投与時のバイ
オ薬物の脳移行メカニズムを評価するため、



まずはカプリン酸ナトリウム (C10) を併用
しインスリンを経鼻投与した場合における
脳内インスリン濃度変化を評価した。C10 は
強力な細胞間隙開口作用を有しているため、
インスリンの粘膜吸収性は顕著に増大した
が、このとき脳内インスリン濃度は変動しな
かった。つまり、血漿中薬物濃度の上昇が必
ずしも脳内への薬物の移行を促すわけでは
ないことが示唆され、先に得られた CPPs 併
用によるバイオ薬物の脳移行性促進作用は、
血中を介さず直接脳内に到達したことに起
因するものであることが示唆された。 
 
②CPPs 併用インスリン経鼻投与後の脳脊髄
液中インスリン濃度の解析 
 CPPs 併用により増大した経鼻投与後のバ
イオ薬物の脳移行性が、鼻腔から脳への直接
輸送の亢進に起因していることをさらに明
確にするため、インスリンおよび penetratin
併用経鼻投与後の脳脊髄液 (CSF) 中のイン
ス リ ン濃度 を 評価し た 。その 結 果 、
penetratin併用により脳前方由来のCSF中の
インスリン濃度が上昇したことから、経鼻投
与されたインスリンが penetratin の作用を
介して嗅神経細胞もしくは鼻粘膜上皮細胞
に取込まれ、神経軸索しくは粘膜固有層を経
由して CSF に到達し、脳内濃度の増大に寄与
している可能性が示唆された。 
 
(4)CPPs 併用インスリン経鼻投与による認知
症治療効果 
 上述の通り、CPPs 併用経鼻投与法は全身へ
の薬物の曝露を軽減した直接的な脳内送達
技術となり得ることが示唆された。本技術を
基盤として新たな中枢疾患治療法を確立す
るためには、直接鼻腔から脳に送達されたバ
イオ薬物が疾患治療効果を発揮することを
証明しなければならない。従って、認知症治
療への応用が期待されるインスリンをモデ
ル中枢疾患治療薬として用い、鼻腔から脳へ
と送達されたインスリンが記憶学習能力の
改善効果を有するかを評価した。認知症の発
症初期（16 週齢）から軽度認知機能障害（24
週齢）が認められる老化促進モデル SAM マウ
スに、8 週間連続で 1 日 1 回インスリンおよ
び penetratin を併用し経鼻投与した後、モ
リス水迷路試験を実施した。その結果、
penetratin 併用インスリン経鼻投与群にお
いて、認知機能の進行が抑制され正常対照マ
ウスと同程度の記憶学習能力が保持されて
いた。一方このとき、血漿中および脳内 Aβ
濃度に変化が認められなかったことから、経
鼻投与されたインスリンによる認知症の進
行抑制効果に寄与するメカニズムについて
は不明なままである。 
 本結果より、CPPs 併用投与を介して鼻腔か
ら脳へと移行したバイオ薬物が中枢疾患治
療効果を十分に発揮しうることが証明され
た。今後は、アルツハイマー病のみならず、
摂食障害、自閉症、多発性硬化症など様々な

中枢疾患治療に本手法が応用できるかを検
証する予定である。 
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