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略語一覧  

cDNA: complementary DNA  

CH3CN: Acetonitrile 

DCP:  Dicetyl Phosphate 

DDS: Drug Delivery System  

DiIC18:  1,1’dioctadecyl-3, 3, 3’, 3’-tetramethyllindodicarbocyanine perchlorate 

EPC:  Egg Phosphatidylcholines 

FKBP: FK506 binding protein 

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

HE: Hematoxylin and Eosin  

HPLC:  High Performance Liquid Chromatography 

IL: Interleukin 

IMQ: Imiquimod 

ItP: Iontophoresis 

mRNA: messenger RNA 

mTOR: mammalian target of rapamycin 

ODS: OctaDecyl Silyl 

PBS: Phosphate-Buffered Saline  

PCR: Polymerase Chain Reaction  

PD-10: Disposable Desalting-10 

PDI: Poly Dispersity Index 

QOL: Quality of life 

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 

siRNA: small interfering RNA 

TGF: Transforming Growth Factor 

THF: Tetrahydrofuran 

TLR7: Toll-like receptor 7 

TNF-α: Tumor Necrosis Factor-α 
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序論  

乾癬は、世界で最も一般的な皮膚疾患の一つであり、慢性の T 細胞介在性自己免疫疾患であ

る。我が国の乾癬患者数は約 50～60 万人（人口の約 0.4～0.5%）と少ないものの、欧米における

患者数は多く、先進国で報告されている乾癬の発症率は 0.09～11.4%であり、全世界では少なく

とも 1 億人が罹患している疾患である。しかし、近年は研究が進み、乾癬の発症メカニズムに関

する知見が集積されている。遺伝的もしくは環境的な要因により、皮内の免疫細胞が異常に活性

化され、腫瘍壊死因子（TNF）-αなどのサイトカインが過剰発現する。それによって、表皮細胞

や上皮細胞が増殖し、真皮の新生血管形成が誘導される。乾癬には、紅斑、肥厚、鱗屑、落屑な

どの症状があり、長期に渡る治療が必要となるため、患者の QOLは大きく影響を受ける 1, 2)。   

乾癬の治療法には光線療法、全身療法の他に、近年新たな治療薬として抗体医薬品が承認され

ている。例えば、抗 TNF-α抗体医薬のインフリキシマブ（レミケード®）、アダリムマブ（ヒュ

ミラ®）などが臨床適用され、既存療法で症状改善できない患者に対しても十分な効果を生み出

している。しかし、投与された抗体医薬品の全身への非特異的分布により、感染症や悪性腫瘍発

現の割合が高いことが報告されている 3, 4)。また、抗体医薬品の投与方法も問題である。すなわ

ち、皮下注射が必要なため、痛みを伴うだけでなく、注射針の挿入による皮膚刺激は炎症を悪化

させる可能性もある。このように、乾癬治療法に関する研究は進歩しているが、課題もまだ残さ

れているため、外用療法が依然として第一選択療法である。現在、ステロイド、ビタミン D 及

び免疫抑制剤の塗り薬が汎用されている 5)。しかし、表皮の角質層はバリアとして働いているた

め 6）、薬剤の皮内浸透は容易ではない 7）。経皮吸収における薬物送達を促進するため、様々な方

法が開発されている。すなわち、吸収促進剤

で皮膚を処理することで浸透性を促進する

化学的促進法 8)と、電気や超音波などの物理

的刺激を用いて皮膚の透過性を高める物理

的促進法 9)に大別される。物理的促進法のう

ち、イオントフォレシス（Iontophoresis：ItP）

は、皮膚表面で微弱電流（0.3～0.5 mA/cm2）

を印加することにより荷電性薬物を皮内に

浸透させる技術である 10）（Fig. 1）。                       Fig. 1 ItPの概要  
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Fig. 2 FK506 の構造式と作用機序 

ところで、タクロリムス（FK506）はマクロライド系の免疫抑制剤である（Fig. 2）11)。FK506

は、生体内で FK506 結合蛋白質（FKBP）と FK506/FKBP蛋白質複合体を形成し、T細胞の活性

化に関与するカルシニューリンを不活性化させる 12)。その結果、サイトカイン遺伝子転写のカ

スケードを阻害することや T 細胞の増殖を司る mTOR の作用を抑制することにより免疫抑制作

用を発揮する（Fig. 2）13)。FK506 は、その有効性により乾癬治療において広く用いられており、

軟膏製剤の商品名プロトピックとして、市販されている。しかし、プロトピックの吸収率が低い

ことや皮膚深層への薬物送達が十分ではないことが報告されている 14, 15）。その原因として、

FK506 の分子量が 500 Da 以上あり、角質層からの吸収効率が低いことが挙げられる 16)。FK506

の吸収率を上げる手段として申請者は ItPに着目したが、FK506 は電荷を有していないため荷電

性の薬物担体が必要であると考えた 17)。さらに、FK506 は難水溶性であり水系に溶解・懸濁で

きず取り扱いが煩雑であることから、FK506 を水に分散できるような製剤化が必要であると考

えた。これらの問題点を解決できるものとしてリポソームに着目した。我々の研究グループはこ

れまでに、ItPによるインスリン封入リポソームの皮内送達に成功しており 18)、この経験に基づ

き、FK506 封入リポソームを ItPにより皮内送達することで、乾癬病態における FK506の治療効

果を向上できるのではないかと考えるに至った。 

そこで本研究では FK506 をリポソーム製剤化（FK-Lipo）するとともに、ItP と併用すること

による乾癬治療を検討した。 

第 2 章では、皮膚に対する ItP の影響を検討した。ItP の微弱電流処理によって細胞間隙が開

裂することで物質が皮内に浸透できることが過去の検討から明らかになっている。そのとき微
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弱電流が、細胞シグナル系を活性化することが明らかになっているため 19)、炎症性サイトカイ

ンなどの発現量を増加させることで乾癬が悪化してしまう可能性が危惧された 20)。そこで、ま

ず ItPが皮膚に及ぼす影響を検討した。  

第 3 章では、脂質膜水和法によりリポソーム製剤を調製し、粒子径、表面電荷、薬物封入率 

など、物理的及び化学的特性を評価した。さらに、ItPによるリポソーム製剤の皮内浸透を検討

した。  

第 4 章では、乾癬誘発モデル皮膚に対する FK-Lipo の ItP による治療効果を調べるため、FK-

Lipo の ItP後の皮膚における炎症性サイトカインの発現レベル、及び炎症誘発性表皮肥厚化に対

する影響を評価した。 
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本論  

第2章  ItP時の微弱電流処理が皮膚に及ぼす影響の検討 

2.1. ItPについて 

薬物の投与方法には経口、注射、経皮などが存在し、様々な利点と欠点がある。経口投与は服

用が容易なため、最も汎用される方法であるが、肝初回通過効果により代謝を受けるため生体利

用率は低くなる。注射投与の場合、肝初回通過効果を回避できるが、侵襲的であり、急激な薬物

濃度上昇が問題となる場合もある。それに対して、経皮投与は一般に非侵襲的であるとともに、

肝初回通過効果を回避できることや安定した血中濃度を維持できること、特に標的部位に局所

投与できることにより、良好な治療効果が見込まれる。その一方で、経皮投与可能な薬物は皮膚

角質層を浸透可能な脂溶性低分子に限られると考えられており、また皮膚浸透速度が遅い点も

問題である。これらの点を解決する手段として ItPが注目されている。 

ItPは、物理的経皮薬物浸透促進技術であり、微弱電流（0.3～0.5 mA/cm2）を用いて荷電性薬

物を皮内に浸透させることができる。ItP では、皮膚表面に薬物溶液を浸漬させた不織布などを

設置し、その上に電極を貼付することで電流を印加し、電気的反発力とイオンの移動に伴う水の

流れ（電気浸透流）によって薬物を皮内に浸透させると考えられている。米国においては、リド

カインなどの局所麻酔薬の急速経皮投与法として承認されている。ItP は、「非侵襲的」であり、

「投与途中での浸透中止が可能」などの利点を有しているが、適応可能な薬物が疎水性で低分子

であり、さらに電荷を有するものに限定されると考えられてきた 21）。ところが、申請者の所属

する研究室においては、親水性高分子である siRNAを ItPで皮内投与し、特定の遺伝子発現をノ

ックダウンすることに成功している 22）。他にも、CpG オリゴ DNA などの核酸や抗体医薬など

種々の高分子の皮内送達に成功している。さらに、その作用機序については、ItP 時の微弱電流

により皮膚組織の細胞間隙が開裂するとともに、細胞内取り込みが促進されることが明らかに

なっている。これらの組織・細胞生理の変化は、微弱電流によって細胞内に Ca2+が流入すること

で細胞内シグナル伝達系が活性化されることが原因であることが示唆されている 23)。すなわち、

ItP において組織・細胞が微弱電流刺激を受けることで細胞シグナル伝達などの様々な反応が活

性化されることが予想され、それによって乾癬などの炎症性皮膚疾患を増悪させてしまう可能

性が危惧された。 
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そこで本研究では、ItP 時の微弱電流刺激による炎症性皮膚疾患増悪の可能性の有無を検証す

るために、ItP の皮膚に及ぼす影響を検討することとした。具体的には、微弱電流が細胞シグナ

ル伝達系を活性化することで炎症などが惹起される可能性を調べるために、種々の炎症性サイ

トカインの mRNA 発現及び皮膚組織の形態学的変化に対する影響を検討した。対象としたサイ

トカインはインターロイキン（IL）-6、IL-10、形質転換因子（TGF）-β 及び TNF-αを選択した。

それらはいずれも炎症に深く関与する因子であるため、その変動を評価することで皮膚におけ

る炎症惹起の可能性を判断できると考えた。また、ItP 処理後の皮膚切片における表皮層の形態

学的変化（肥厚化）を観察することによっても、炎症などを評価できると考え、検討を行った。 
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2.2. 実験方法  

2.2.1. 動物と実験材料 

Wistarラット（7 週齢、雄）は日本 SLC 株式会社（静岡、日本）より購入した。購入後、固形

飼料と水を自由に摂取させ、午後 7 時から午前 7 時まで消灯する環境で飼育した。実験動物の取

り扱いは、徳島大学動物実験管理規則に則って行った。NaCl、KCl、Na2HPO4はナカライテスク

株式会社（京都、日本）より購入し、KH2PO4は関東化学株式会社（東京、日本）より購入した。

イソフルランおよびトリクロロアセトアルデヒド一水和物（クロラール水和物）は富士フィルム

和光純薬株式会社（大阪、日本）より購入した。動物吸入麻酔器（SMALL ANIMAL ANESTHTIZER 

TK-40）はバイオマシナリー株式会社（千葉、日本）のものを使用した。テルモシリンジ（2.5 mL）、

テルモ注射針（23G）はテルモ株式会社（東京、日本）より購入した。Tissue-Tek® O.C.T.コンパ

ウンド、Tissue-Tek®クリオモルド 3 号はサクラファインテックジャパン株式会社（東京、日本）

より購入した。スライドガラス、カバーガラスは松浪硝子工業株式会社（大阪、日本）より購入

した。クライオスタットは Leica Microsystems GmbH（Wetzlar、ドイツ）の CM3050S を使用し

た。TaKaRa BioMasher Standard（Sterile）、5×PrimeScript RT Master Mix（Perfect Real Time）、TB 

Green™ Premix Ex Taq™ II（Tli RNaseH Plus）、Forward Primer、Reverse Primer、Sealing Film for 

Real Time はタカラバイオ株式会社（滋賀、日本）より購入した。PCR プライマーはユーロフィ

ンジェノミクス株式会社（東京、日本）より購入した。Nano Drop 8000 は Thermo Fisher株式会

社（Waltham、米国）より購入した。遠心機はトミー精工株式会社（東京、日本）の微量高速冷

却遠心機 MX-160 を使用した。Real-Time PCR 装置はタカラバイオ株式会社の Thermal Cycler 

Dice® Real Time System Ⅲを使用した。微弱電流処理装置は Transcutaneous Technologies株式会社

（東京、日本）の 3 チャンネル定電流装置を使用した。医療脱脂綿は川本産業株式会社（大阪、

日本）より購入した。Ag-AgCl 電極はレッドダット TM心電図検査用電極 2360 を使用し、3M社

（St. Paul、米国）より購入した。DC ケーブルはテイシン電機株式会社（埼玉、日本）より購入

した。MOUNTANT PERMAFLUOR は Thermo Fisher Scientific（MA、米国）より購入した。RNeasy 

Plus Midi Kit、Allprotect Tissue Reagent、Tissue Ruptor II、QIAzol Lysis reagent は Qiagen 株式会社

（ヒルデン、ドイツ）より購入した。倒立型蛍光顕微鏡は BZ-9000（Keyence、大阪、日本）を

使用した。 
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2.2.2. 試薬の調製 

PBS溶液は NaCl（40 g）、KCl（1 g）、Na2HPO4（5 g）、KH2PO4（1 g）を脱イオン水 500 mLに

溶解し、20 分間スターラーを用いて撹拌したのち、10 倍希釈して調製した。 

 

2.2.3. ItP 

Wistarラットにイソフルラン吸入麻酔を行い、50 mg/mL抱水クロラール PBS溶液を腹腔内に

投与した（1.6 mL/200 g）。ラットの四肢を固定して背部の毛を剃り、露出した背部皮膚上に脱脂

綿を貼り付け、その上から Ag-AgCl 電極を設置した。その後陽極（Anode, +）、陰極（Cathode, -）  

の脱脂綿に PBSを染みこませて微弱電流処理（0.34 mA/cm2）を 1 時間行った。無処理群の皮膚

にも同様に PBSを染みこませた脱脂綿を置き、電流をかけずに 1 時間静置した。ItP処理を終了

してから 3 時間後と 24 時間後にラットを安楽死させ、脱脂綿の下から 200～250 mg の皮膚を採

取した。 

 

2.2.4. RNA抽出と逆転写  

  各群から採取した皮膚サンプルを Allprotect Tissue Reagent に浸し、抽出前に RNAを安定化さ

せた。次に、Tissue Ruptor IIを用いて、採取した皮膚を 5 mLの QIAzol Lysis試薬の中でホモジ

ナイズした。室温で 5 分間静置してから RNeasy Plus Midi Kit のプロトコールに従い、RNAを抽

出した。Nano Drop 8000 で λ=260, 280 nmにおける吸光度から RNA濃度を測定した。氷上で 200 

ng 相当の total RNAと 2 μLの 5×PrimeScript RT Master Mix を混合し、RNase free waterを添加し

て総量 10 μLとした。MJ Mini Personal Thermal Cyclerを用いて 37 ℃で 15 秒間、85 ℃で 5秒間

加熱し、cDNAを作製した。  

 

2.2.5. Real time-PCR 法による mRNAの定量  

プライマーの配列を Table. 1 に示した。TB Green™ Premix Ex Taq™ II（Tli RNaseH Plus）12.5 

µL、Forward Primer 0.2 µL、Reverse Primer 0.2 µL、RNase free water 10.1 µLを混和し、PCR反応

液を調製した（計 23 µL）。各種炎症性サイトカイン、内在性コントロール遺伝子 GAPDH それ

ぞれに対して PCR 反応液を調製した。MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate（0.1 mL）のウェ

ル 1 箇所に対し、作製した cDNA溶液 2 µLと PCR 反応液 23 µLを氷上でアプライした。1種類
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の PCR 反応液について、1 種類の cDNA を 3 箇所アプライした。アプライ後、Sealing Film for 

Real Time を天面に貼り、スピンダウンしてから Thermal Cycler Dice® Real Time System Ⅲを使用

して Real-time PCR 反応を行った（95 ℃で 30 秒間の熱処理後、熱変性を 95 ℃で 5 秒間、60 ℃

で 30 秒間という条件で 40 回繰り返し）。さらに、95 ℃で 15 秒間、60 ℃で 30 秒間、95 ℃で 15

秒間の条件で解離曲線解析をした。IL-6、IL-10、TGF-β、TNF-αの mRNA量は 2-ΔΔCt法で定量化

した。  

 

Primer Forward（5’-3’）  Reverse（5’-3’）  

GAPDH CCCCCAATGTATCCGTTGTG TAGCCCAGGATGCCCTTTAGT 

IL-6 TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC 

IL-10 GCCTGCTCTTACTGGCTGGA TCTGGCTGACTGGGAAGTGG 

TGF-β AGATTCAAGTCAACTGTGGAG AAGCCCTGTATTCCGTCTC 

TNF-α CGTAGCAAACCACCAAGCA CCCTTGAAGAGAACCTGGGAGTA 

Table.1 プライマーの配列 

 

2.2.6. 組織切片の作成とヘマトキシリンエオジン（HE）染色による皮膚の組織学的な観察 

採取した組織を、Tissue-Tek® O.C.T.コンパウンドを満たした Tissue-Tek®クリオモルド 3号に

皮膚の縦断面を観察できるように包埋した。クライオスタットを用いて 10 µm の凍結皮膚切片

を作成した。  

4%パラホルムアルデヒド・りん酸緩衝液に 10 分間浸したラットの皮膚切片を PBS で洗浄し

た。次に、マイヤーヘマトキシリン溶液を添加して室温で 10 分間インキュベートし、紫色から

青色に変化するまで流水で洗浄した。0.125%エオシン Y 溶液を添加して室温で 1 分間インキュ

ベートした。その後、80～100%エタノールに浸漬し、脱水した組織をキシレンに浸漬させ、組

織内のエタノールを除去した。疎水性マウント剤 Entellan® Newでマウントし、カバーガラスで

封入し、倒立型蛍光顕微鏡 BZ-9000 を使い、皮膚の組織学的な観察をした。  
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2.3. 実験結果及び考察 

本章では、ItP による皮膚組織の炎症性サイトカインの発現変動の有無と、皮膚の形態学的変

化に対する影響を検討した。 

ItPの皮膚に対する影響を評価するために、ItP後の IL-6、IL-10、TGF-β 及び TNF-αの mRNA

発現レベルを Real time-PCR 法で測定し、その変化によって、皮膚の炎症状態を評価した（Fig. 

3）。これらのうち、IL-6、TGF-β、TNF-αは主要な炎症性サイトカインとして作用し、IL-10は主

に抗炎症作用を担っている 24)。さらに、TNF-αは乾癬の重症度に関係しており、乾癬治療の標的

として考えられている 25)。検討の結果、通常の条件（0.34 mA/cm²）では、抗炎症性サイトカイ

ンである IL-10 が、若干の上昇傾向（3 時間後の陰極、24 時間後の陽極）を示したが、いずれの

サイトカインも有意な変動は示さなかった（Fig. 3）。さらに、電流を上げた条件（1.0 mA/cm²）

では、通常の条件よりもばらつきが大きく、ほとんどのサイトカインが上昇傾向を示した。特に、

24 時間後の IL-6 と IL-10 が増加する傾向を示した。より強力な電流強度は、皮膚における炎症

性サイトカインの発現を誘導し、炎症反応を誘起する可能性があることが示された。すなわち、

通常条件（0.3～0.5 mA/cm²）を超える電流強度を用いなければ、炎症の誘導は防ぐことができる

と考えられる。 

次に、ItP 処理が皮膚形態に与える影響を評価するため、皮膚切片を HE 染色した後、顕微鏡

で観察した。その結果、通常の条件で ItP処理してから 3 時間後、陰極及び陽極下から採取した

皮膚組織の形態は、無処理皮膚と同様であり、表皮の損傷や肥厚化などは確認されなかった（Fig. 

4A）。また、ItP処理してから 24 時間後の皮膚も同様に、表皮の損傷や肥厚化は認められなかっ

た（Fig. 4B）。したがって、微弱電流処理は皮膚に形態学的な変化も誘起しないことが示唆され

た。  

  以上の結果から、通常条件の電流強度では、ItP は炎症反応などを誘起せず、皮膚の肥厚化も

誘導しないことが確認された。したがって、ItP は乾癬などの炎症性皮膚疾患を増悪させない安

全な経皮薬物の送達技術であると考えられる。 

 



12 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 3 ItP後の mRNA相対発現率 

ItPを行ってから、皮膚（陽極側+、陰極側-）における各炎症性サイトカ

イン mRNA発現量を測定した。グラフの縦軸（mRNA相対的発現量）は

内在性コントロール遺伝子の GAPDHで補正し、無処理群の皮膚を 100%

とした相対発現量（百分率）で表した（n = 3）。  

A) 通常の ItP（0.34 mA/cm2）の 3 時間後；B) 通常の ItPの 24 時間後； 

C) 高めの ItP（1.0 mA/cm2）の 3 時間後；D) 高めの ItPの 24 時間後。  
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Fig. 4 ItP処理後の皮膚の組織学的な観察 

ItP（0.34 mA/cm2）を行ってから、陽極側（Anode）と陰極側（Cathode）

から皮膚凍結切片を作成し、HE 染色による組織学的な観察を行い、

無処理群（Non-treatment）と比較した。 

A) ItPの 3 時間後の皮膚切片；B) ItPの 24 時間後の皮膚切片。 

スケールバー：100 µm。  
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第3章 FK506封入リポソーム製剤の調製とItPによる皮内送達 

3.1. リポソームの調製と粒子径、ゼータ電位及び FK506 封入率の評価、並びに ItPによる皮内送

達の評価 

本章ではリポソームの調製と粒子径、ゼータ電位及び FK506 封入率の評価、並びに ItPによる

皮内送達の評価を行った。 

  リポソームは、両親媒性脂質分子の二分子膜からなる膜小胞であり、親水性物質を内水相に疎

水性物質を脂質膜中に封入できる。サイズや電荷を制御可能なことや機能性分子の表面修飾が

可能であるなどの利点により、DDS に広く利用されている。また、薬物の全身循環への吸収を

最小限に抑えることにより、クリアランスを減少させ、薬物の送達効率を向上させることができ

る 26）。ItPにリポソームを用いるためには、荷電を付与する必要がある。一般に荷電性リポソー

ムにはカチオン性とアニオン性があるが、カチオン性リポソームは細胞毒性などが知られてい

るため、本研究では、アニオン性リポソームを用いることにした。 

リポソームは卵黄ホスファチジルコリン（EPC）を基本脂質組成とし、マイナス電荷を付与す

るため、ジセチルリン酸（DCP）を使用し、可視化のために蛍光標識脂質 1'-dioctadecyl-3, 3, 3', 3'-

tetramethylindocarbocyanine perchlorate （DiIC18）を添加した。さらに、FK506 溶液を脂質溶液に

混合し、脂質膜水和法と凍結融解法によりリポソームを調製した。得られた FK506 封入リポソ

ーム（FK-Lipo）の粒子径、表面電荷及び PDIを測定し、HPLC 定量により FK506の封入率を算

出した。 

 リポソームの薬物放出性は製剤の特性を評価するのみならず、投与後の効果を見積もる重要な

指標となるため、透析膜分離法により FK-Lipo から FK506 の in vitro 放出特性を評価した。 

次に非侵襲的な薬物送達技術である ItP により、リポソーム製剤が皮内への浸透を評価した。 
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3.2. 実験方法  

3.2.1. 実験材料 

EPC は日油株式会社（東京、日本）より購入した。DCPと SDSは Sigma-Aldrich 株式会社（東

京、日本）より購入した。DiIC18は Invitrogen 株式会社（CA、米国）より購入した。エタノール

とテトラヒドロフラン（THF）は関東化学株式会社（東京、日本）より購入した。HPLCグレー

ドのクロロホルム、アセトニトリル（CH3CN）、NaHCO3、CaCl2・2H2Oはナカライテスク株式会

社（京都、日本）より購入した。FK506 はコスモ・バイオ株式会社（東京、日本）より購入した。

膜分子量 300 kDa の CE透析用チューブ（スペクトラ/ポア、10 mmφ×16 mm、10 m）はフナコ

シフィルム株式会社（東京、日本）より購入した。PD-10 カラムは GE ヘルスケアバイオサイエ

ンス株式会社（東京、日本）より購入した。その他試薬は第 2.2.1.節を参照する。 

 

3.2.2. 脂質膜水和法によるリポソームの調製 

まず、脂質組成モル比 EPC/DCP/DiIC18 = 6/4/0.1 となるようにクロロホルム溶液を混合し、最

終脂質濃度 10 mM の FK506 フリー脂質溶液を調製した。FK506 含有脂質溶液を調製するため、

上記脂質混合液に 25 mg/mL の FK506 エタノール溶液を、モル比 EPC/DCP/ FK506/DiIC18 = 

6/4/1/0.1 となるように混合した。脂質溶液を窒素ガスで蒸発乾固させ、有機溶媒を完全に除去し

た後、PBS を 1 mL 入れて 60 ℃の湯浴で水和した。その後、エタノールとドライアイスを用い

て凍結融解を 3 回行い、10 分間の超音波処理によってサイズを調整した。FK-Lipo 懸濁液からフ

リーの FK506 を除去するため、PD-10 カラムによるろ過を行い、リポソーム画分のみを採取し

た。精製後のリポソーム懸濁液を PBSで 100 倍希釈後、ZETASIZER NANO（Malvern Instruments, 

Malvern）を用い、粒子径と多分散度指数 PDI、及び表面電荷 ζ-potential を測定した。  

 

3.2.3. FK506 封入率の測定 

 FK506 の封入量は HPLC（島津、日本）を用いて既報の条件を用いて測定した 27）。ODSカラ

ムは TSKgel ODS-80TM（150 mm×4.6 mm, 5 µm）のものを使用した。FK506 エタノール溶液を

5、10、50、100、500 μg/mLの濃度で調製し、検量線を作成した。リポソーム溶液 60 μLと 100% 

THF 140 μL を加え、HPLC により、FK-Lipo の中へ封入された FK506 を定量した。移動相は

DDW/CH3CN（60/40, v/v）、送液速度は 1.0 mL/min、検出器が 214 nm を使用した。 
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FK506 の封入効率（EE%）は以下の式で算出した。 

EE%＝（封入された薬物の量/添加された薬物の総量）×100%。  

 

3.2.4. FK-Lipo の in vitro 放出試験 

 放出液は NaCl（0.67 g）、NaHCO3（0.20 g）、CaCl2・2H2O（0.008 g）を脱イオン水 100 mLに

溶解し、0.1%SDSを添加して調製された。1 mLの FK-Lipo を 300 kDa 透析チューブに移し、100 

mLの放出液に入れ、34 ℃で 100 rpmで攪拌した。スタートしてから 2、4、6、8、10、12、24時

間後に、1 mLずつの放出液を抜き取り、同量の新しい放出液を加えて一定量を維持した。採取

した試験液試料を 10,000×g、5 分間で超遠心分離することでリポソームを沈降させ、薬物が溶

解した上澄み液を採取した。取れた上澄み液及び放出前の FK-Lipo 中に含まれる FK506 含量を

第 3.2.3.節の HPLC 条件で測定し、薬物放出率を算出した。  

 

3.2.5. ItPによる DiIC18標識リポソーム製剤の皮内投与と動態観察 

健常 Wistarラットを用いて実験し、麻酔は第 2.2.3.節に述べた方法で行った。露出したラット

背部皮膚上に表面積 1 cm2の脱脂綿を置き、100 µLの DiIC18標識した FK506 フリーリポソーム

溶液を添加後、Ag-AgCl の陰極側に取り付けた（陽極：100 µL PBS）。0.34 mA/cm2で 1 時間の ItP

を行い、3 時間放置後、皮膚を PBSで洗浄した。ラットを安楽死させ、その直後に陰極下の皮膚

を切除し、凍結切片を作成した（Lipo ItP）。対象群（PBS ItP）には、表面積 1cm2の脱脂綿に 100 

µL の PBS を添加し陰極側に取り付けた（陽極：100 µL PBS）。処理部皮膚組織切片の作成は第

2.2.6.節に述べた方法で行った。切片をカバーガラスに封入し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて

DiIC18標識リポソームの皮内動態を観察した。 
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3.3. 実験結果と考察 

脂質膜水和法によって調製したリポソーム製剤の物性評価を行った（Table. 2）。ζ-Potentialは-

12～14 mVが得られ、リポソームがアニオン性であることが確認された。FK506 フリーリポソー

ムの粒子径が 162.7±6.1 nmであったのに対し、FK-Lipo は 352.7±57.5 nmとなり、PDIも 2倍以

上増加した。HPLC 定量により、FK-Lipo における薬物封入率は 45.2±14.6%であることが確認で

きた 28)。 

FK506 封入による粒子径の増加は、FK-Lipo の凝集に由来すると考えられる。FK506の構造中

に 3 つの OH 基が離れて存在しており、それぞれリポソーム膜の中で界面に位置すると考えら

れるため、OH基以外の疎水的な部分が膜に横たわるような形で存在することにより、FK506の

疎水性部分がある程度膜界面に露出されている可能性がある。すなわち、FK-Lipo 表面は、負電

荷脂質の DCP によりマイナスの電荷を持っているものの、疎水的な部分が露出されることで、

疎水コロイドとしての性質を有すると考えられる。疎水コロイドは、少量の電解質が存在すると

ゆるく凝集するため、FK-Lipo がゆるく凝集することで粒子径が大きくなり、また PDIも大きく

なったと推察された。おそらく、FK-Lipo は概算すると約 6 個程度のリポソームが集まって構成

された凝集体となることで FK506 を含まないリポソームの約 2 倍の直径を示すようになったの

ではないかと推察している。 

 

 Size 

(nm) 

ζ-Potential 

(mV) 

PDI EE% 

EPC/DCP=6/4 

0.1%DiIC18 (FK506 Free) 
162.7±6.1 -12.4±0.5 0.2±0.0 - 

EPC/DCP=6/4 

0.1%DiIC18 (FK506 10%) 
352.7±57.5 -13.9±3.1 0.5±0.0 45.2±14.6 

Table 2.リポソーム製剤の物性評価 

 

次に、FK-Lipo の in vitro 放出プロファイルを検討した。先行研究では、FK506 を封入したリ

ポソーム溶液から 1～3%ぐらいの薬物放出が報告されたため、同じ試験液から FK-Lipo も同様
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な放出傾向を示すと期待していた 29)。しかしながら、いずれの FK-Lipo 放出液からも FK506 に

該当するピークが検出されなかった。すなわち、薬物が放出されなかったか、放出されても非常

に微量なため検出不可であった。予想との違いが生じた原因として、参考文献の実験で使われた

リポソーム製剤の構成成分が本研究と異なり、界面活性剤の胆汁酸が含まれていたからではな

いかと考えている。すなわち、胆汁酸存在下では、放出液の中でミセルが形成され、極少量なが

らも難水溶性化合物の溶出が可能になったと考えられる。一方、FK-Lipo の構成成分は脂質及び

FK506 のみとなっているため、疎水性が高い FK506 は水系へ放出し難いのではないかと推察し

た。  

  ナノ粒子から FK506 の in vitro 放出特性をさらに検討するため、別の参考文献の実験方法に着

目した 30）。こちらの FK506/MPEG-PLA封入したナノ粒子に関する論文には、FK506の溶解度を

上げるため、放出液として 0.5%の Tween80 を添加した PBS 溶液を使用し、最終的に 100%の薬

物放出まで検出していた。当該試験液を用いて FK-Lipo の放出性を再検討することを考えたが、

リポソームの安定性が新たな課題となった。FK506/MPEG-PLA ナノ粒子は構成成分として高分

子 Poly(d, l-lactide)を用いたため、界面活性剤の Tween80 が 0.5%入った緩衝液中でも崩壊しなか

ったと思われる。一方、脂質のみで構成された本研究のリポソーム製剤を界面活性剤入りの緩衝

液に添加すると、脂質膜は崩壊してしまうため、正確な放出特性を測定できないと考えた。すな

わち、FK506 を溶解させるために、放出試験液に界面活性剤を添加しなければならないが、その

添加によるリポソーム製剤の崩壊が免れないという大きなジレンマがあるため、FK-Lipo の in 

vitro 放出性の測定は非常に困難であると判断し、本研究では in vitro における放出性評価を断念

した。  

次に、健常ラットにおける ItP 後の DiC18標識リポソームの皮内動態観察を行った。PBSのみ

の存在下で ItPを行ったコントロール皮膚では、皮内に蛍光は観察されなかった（Fig. 5, PBS ItP）。

一方、DiC18 標識リポソーム存在下で ItP を行い、処理 3 時間後に皮膚組織切片を共焦点レーザ

ー顕微鏡によって観察したところ、皮膚表面から皮内の約 61 µmの深さまで DiC18由来の赤色蛍

光が確認された。さらに、毛穴の深部やその周囲にも蛍光が観察され、リポソームが毛穴にも浸

透したことが示唆された。この結果により、DiC18 標識リポソームが ItP によって、皮内に送達

されることが確認された（Fig. 5, Lipo ItP）28）。ItPにより、皮内送達されたリポソームの生体内

安定性については、我々の過去の文献において検討している 18)。その論文中では、脂質膜を緑色
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の蛍光色素 NBDで標識し、内水相に赤色蛍光色素ローダミンを封入することで、二重標識した

リポソームをラット背部皮膚上で ItPに供した後、共焦点レーザー顕微鏡でリポソーム膜及び内

封薬物の皮内動態を観察している。その結果、NBD の緑色蛍光とローダミンの赤色蛍光が共局

在して黄色として観察されており、リポソームは ItPの後も小胞としての構造を保持したまま皮

内に送達されたことが明らかになっている。そのため、本研究においてもリポソームが小胞とし

ての構造を保持した状態で皮内に送達でされていると考えている。 

 

 

Fig. 5 ItP後の DiIC18標識リポソームの皮内動態の観察 

健常ラットの背部皮膚に DiIC18標識リポソームの ItP（0.34 mA/cm2）

を 1 時間行い、3 時間後の処理部皮膚の凍結切片を作成し、DiIC18標

識リポソームの皮内動態を共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。 

A) 陰性対照群の PBSの ItP；B) DiIC18標識リポソームの ItP。  

赤色：DiIC18標識リポソーム；スケールバー：100 µm。  
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第 4 章  乾癬モデルラットに対する FK-Lipo/ItP の治療効果の検討 

4.1. 乾癬モデルラットの作成と FK506-Lipo の ItP 

本章では、乾癬モデルラットを用いて、ItP によって皮内送達された FK-Lipo の治療効果を評

価した。 

まず、先行研究と同じ方法により 31)、イミキモドクリーム（IMQ）による乾癬モデルラットの

作成を行った（IMQ群）。IMQが皮膚に塗布されると、表皮の肥厚化などの乾癬様組織学的な症

状が観察されるため、乾癬動物病態モデルの誘発剤として広くに使われている（Fig. 6A）。その

メカニズムとして、IMQ が皮内のランゲルハンス細胞や真皮樹状細胞など免疫細胞に発現する

TLR7 を刺激し、種々の炎症性サイトカインの発現を誘導することによって乾癬様症状を誘発す

ることが提唱されている。序論で述べたように、乾癬の発症には TNF-α などの複数の炎症性サ

イトカインが関連している。TNF-αは病態形成に関与する因子であり、樹状細胞やケラチノサイ

トにおける IL-1β や IL-6 のサイトカイン産生を誘導する。さらに、IMQ 誘発性乾癬様皮膚疾患

モデルでは、IL-6 がケラチノサイトの増殖、表皮過形成、繊維化及び制御性 T 細胞による免疫

抑制阻害に関与することが知られている 32, 33, 34)。  

本研究では、ラット背部皮膚に IMQ を 4 日間 24 時間毎に塗布した乾癬誘導モデルラットに

対し、FK-Lipo の ItP を行い、炎症性サイトカインの mRNA 発現の変動から治療効果を検討し

た。また、皮膚切片の HE染色によって表皮肥厚化に対する抑制効果を評価した（Fig. 6B）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 A）IMQの構造式；B）実験スケジュール 
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4.2. 実験方法  

4.2.1. 実験材料 

 IMQ クリーム（ベセルナクリーム 5%）は持田製薬株式会社（東京、日本）より購入した。

プロトピック軟膏（FK506 水和物 0.1%）はマルホ製薬株式会社（日本、大阪）より購入した。

その他試薬は第 2.2.1.節、第 3.2.1.節を参照する。  

 

4.2.2. 乾癬モデルラットの作成  

 Wistar ラットにイソフルラン吸入麻酔を行い、露出した 6 cm²の背部皮膚に、60 mg のベセル

ナクリーム 5%（IMQ, 3 mg）を 24 時間毎に 4 日間連続塗布した。4 回目の投与から 48時間後と

72 時間後にラットを安楽死させ、IMQ処理した皮膚組織を採取した。 

 

4.2.3. 乾癬モデルラットにおける FK506 の治療 

FK-Lipo/ItP群には、4 回目の IMQ投与から 24 時間後に、IMQ誘発乾癬ラットを麻酔し、100 

μLの FK-Lipo（FK506, 25 μg）を添加した 1 cm2の脱脂綿を背部乾癬性皮膚に置き、陰極電極を

設置した（陽極：100 μL PBS）。その後、0.34 mA/cm2の電流強度で 1 時間 ItP処理をし、23時間

後と 47 時間後にラットを安楽死させ、陰極下の皮膚組織を採取した。 

プトロピック軟膏処理治療群ラットには、4 回目の IMQ投与から 24 時間後に、25 mg のプロ

トピック軟膏（FK506, 25 μg）を背部乾癬性皮膚に局所的に塗布し、処理面積は 1 cm2とした。1

時間後に、プトロピック軟膏処理 1hr群のみを対象に、プロトピック軟膏を拭き取った。23時間

後と 47 時間後に、ラットを安楽死させ、処置部位の皮膚組織を採取した。  

 

4.2.4. RNA抽出、逆転写と Real time-PCR 法による mRNAの定量  

第 4.2.2.節と第 4.2.3.節より得られた皮膚に対し、RNA 抽出や逆転写及び Real Time-PCR 法に

よる mRNAの定量を行った。RNA抽出と逆転写及び-PCR の操作手順は第 2.2.5.節の方法を用い

た。  

 

4.2.5. 組織切片作成、HE染色と皮膚肥厚化評価 

第 4.2.2.節と第 4.2.3.節より得られた皮膚の組織切片を作成し、操作手順は第 2.2.6.節の方法に
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より行った。10 μmの皮膚切片を HE染色に供した。各群の切片を倒立顕微鏡で観察し、BZ-9000

画像解析ソフトウェアを用いて、3 個体 HE 染色の画像を 20 枚ずつ、それぞれの画像の 3 か所

を計測し、表皮厚さの平均値を算出した。 

 

4.2.6 統計学的に解析 

統計的差異に関して、Student’s t-test、one way ANOVA with post-hoc LSD検定により統計処理を

行った。すべてのデータは平均値±標準偏差（S.D.）で表した。**p<0.01、*p<0.05を有意差あり

とした。 
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4.3. 実験結果と考察 

 乾癬誘導処理を行った皮膚には、2 日目から紅斑、肥厚と鱗屑が観察され、6日目まで徐々に

増強してきた（Fig. 7）。まず、皮膚から抽出した RNAを用いて、Real time-PCR 法による炎症性

サイトカインの相対的発現量を評価した。その結果、IMQ処理群では、健常ラットと比べて TNF-

α及び IL-6 の mRNA発現量がそれぞれ 2.97 倍及び 7.19 倍となり、有意に増加していた。このこ

とにより、IMQ処理により炎症性サイトカイン発現が皮内で誘導されることが確認された（Fig. 

8）。  

次に、ItPにより皮内送達された FK-Lipo による炎症性サイトカイン発現への影響を検討した。

FK-Lipo の ItP及び FK-ointment 処理を IMQ処理後に行い、TNF-α相対発現量を定量した。その

結果、FK-Lipo/ItP 群が IMQ 群の 70%、FK-ointment 24hr 群が IMQ 群の 36%であり、それぞれ

TNF-α 発現が減少することが明らかとなった。一方、IMQ 群と比較して、FK-ointment 1hr群で

は TNF-αの減少は見られなかった。FK-Lipo/ItP群と IMQ群の間には有意差が見られなかったも

のの、FK-Lipo/ItPによって TNF-αの相対発現量が下がる傾向にあることが確認された。同様に、

IL-6 の mRNA発現レベルを評価した結果、FK-Lipo/ItP群が IMQ群の 26%、FK-ointment 24hr群

が IMQ 群の 8.4%となり、いずれも有意に減少していた。また、FK-ointment 1hr 群も IMQ群の

67%に減少したが、その差は有意ではなかった。すなわち、FK-Lipo/ItPによって、IL-6発現量が

有意に抑制され、FK-ointment 1hr群よりも 2 倍以上高い治療効果が得られた。これらの結果によ

り、FK-ointment では 24hr 程度を要するのに対して、FK-Lipo と ItP の組み合わせにより短時間

で乾癬炎症性サイトカインを効率よく抑制できることが示唆された（Fig. 8）28)。  
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   Fig. 7 健常ラットと IMQ処理した乾癬病態ラット（Day 6）の背部写真 
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Fig. 8 実験第 6 日目における皮内 TNF-α及び IL-6 mRNA発現量  

健常ラット、IMQ群、各種 FK506 処理群の皮膚を対象に、Real Time-PCR

法による mRNAの発現量を定量化した。イオントフォレシス治療は FK-

Lipo ItP 1hr組のみに行った。グラフの縦軸（mRNA相対的発現量）は内

在性コントロール遺伝子の GAPDHで補正し、健常ラットmRNA発現量

を 100%とした相対量で表している（n≧3）；**p<0.01；*p<0.05。  
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次に、IMQ 処理による皮膚の組織学的変化を観察した。その結果、健常ラット表皮の平均厚

さが 22.1 µmであるのに対して、IMQ群では 94.2 µmであり、4.26 倍まで増加していた。このこ

とから、IMQ 処理がケラチノサイトの過形成を引き起こしたことによって表皮の肥厚化が誘発

されたことが示唆された。これに対して、FK-Lipo/ItP群では、表皮の平均厚さが 79.0 µmまで減

少し、IMQ群の 84%であった 28)。一方、FK-ointment 1hr/24hr処理群のいずれも表皮肥厚化に有

意な抑制は確認できなかった（Fig. 9）28)。したがって、三つの FK506 処理群のうち、FK-Lipo/ItP 

群のみ表皮肥厚化に対する抑制効果が確認された。本研究では、FK-oinment 24hr 群における炎

症性サイトカイン相対発現量が最も低かったことから、最も強い皮膚肥厚化抑制効果も同群に

現れるはずであろうと予想していたが、有意な皮膚肥厚化抑制効果は FK-Lipo/ItP 群のみで検出

された。現在の乾癬治療は、根治よりも症状のコントロールを基本としているため、FK-Lipo/ItP

群で確認された皮膚肥厚化に対する抑制効果が重要であるため、その効果をさらに検討した。

Fig. 6 のスケジュールのように乾癬モデルラットを作成し、第 6、7 日目のそれぞれの IMQ群の

表皮平均厚さを 100%とし、FK-Lipo/ItP及び FK-ointment 1hr群の皮膚肥厚化抑制率を算出した。

その結果、FK-Lipo/ItP 群では、皮膚肥厚化抑制率は 16%（6 日目）から 22%（7 日目）となり、

約 6%増加した。一方、FK-oinment 1hr群の皮膚肥厚化抑制率は 2.7%（6 日目）から 4.1%（7日

目）になり、1.4%しか上昇しなかった 28)。第 6 日目から第 7 日目にかけての 24 時間において、

FK-Lipo/ItP群は FK-oinment 1hr群より約 4.3 倍の抑制率が向上したことになる。すなわち、FK-

Lipo/ItP群では、時間依存的な治療効果が得られたことになる。その理由として、FK-Lipo が ItP

により皮内送達された後、皮膚中において、リポソームから FK506 が徐放されたことが推察さ

れた。In vitro 試験ではリポソームからの徐放性が評価できなかったが、この in vivoの時間依存

的な治療効果の結果から、ItPの投与された FK-Lipo が皮内で FK506 を徐放することで高い治療

効果を示すことが示唆された（Fig. 10）。  
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Fig. 9 実験第 6 日目における皮膚の組織学的観察 

健常ラット、IMQ群、各種 FK506 処理群のラット皮膚凍結切片を HE

染色し、組織学的な観察を行った（上図、スケールバー：100 µm）。イ

オントフォレシス治療は FK-Lipo ItP 1hr組のみに行った。表皮の厚さ

は HE 染色の画像より平均値を算出した（下図のグラフ；n＝3）；

**p<0.01；*p<0.05。  
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Fig. 10 FK506 治療後の異なる時間における皮膚肥厚化の抑制率 

FK-Lipo/ItPと FK-ointment 治療してから 1 日後（6 日目）と 2日後（7

日目）の皮膚凍結切片を HE染色し、組織学的な観察を行ったことに

より、IMQ群を 100%とした皮膚肥厚化抑制率を算出した（n=3）。  
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総括  

本研究では、FK506 をリポソーム製剤化するとともに、ItP との併用による効果的な乾癬治療

法の開発を試みた。 

まず、安全性の解析として、ItPが皮膚に及ぼす影響を検討した。通常条件（0.34 mA/cm2）及

び高電流条件（1.0 mA/cm2）において ItP を 1 時間実施後、皮膚における炎症性サイトカイン

mRNA 発現量などの変動を評価した。その結果、通常の電流強度では炎症性サイトカインの有

意な増加や皮膚の肥厚化や損傷も観察されず、安全な経皮投与薬物送達技術であることが示さ

れた。次に、FK-Lipo 製剤化及び ItP との併用による乾癬治療の効果を評価した。疎水性で荷電

を有していない FK506 を ItP に適用するために、負電荷脂質を用いた FK-Lipo 製剤を脂質膜水

和法によって調製し、得られた FK-Lipo の物理的及び化学的特性を評価した。さらに、DiIC18で

標識リポソームの ItPによる皮内動態を検討した。そして、IMQ処理によって乾癬を誘発したモ

デルラットに対して、FK-Lipo を ItP により皮内送達することによる治療効果を検討した。その

結果、FK-Lipo の ItP処理によって炎症性サイトカインのmRNA発現量が有意に抑制された。ま

た、FK-Lipo/ItP 処理によって表皮の肥厚化が顕著に抑制された。さらに、治療効果は時間依存

的であり、皮内に浸透した FK-Lipo からの薬物徐放効果によることが示唆された。 

本研究において、ItPと免疫抑制剤 FK506 を封入したリポソームの組み合わせは効果的な乾癬

治療法であることが示された 28)。今後、ItPとリポソームの組み合わせについて更なる知見を得

ることで、有用な乾癬治療法が確立されることを期待している。 
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