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 １．  はじめに 

 

 塗り薬や貼り薬などの経皮吸収製剤は内服が困難な人でも使いやすく、飲み忘れも防ぐこと

ができるため、乳児や高齢者が利用しやすい薬剤投与法である。しかし、皮膚には強固な分子

バリアが存在し、バイオ医薬品などの高分子化合物や水溶性化合物の吸収効率が低いことが課

題である。このバリアは角質層バリアと顆粒層

バリアの二重構造である  (図 1)。両者のバリア

形成因子は異なっており、角質層バリアはヒア

ルロン酸やコラーゲンなどの保湿因子で、顆粒

層バリアは細胞間接着分子のクローディン  

(CLDN) で形成される。CLDN には 27 種類のサ

ブタイプが存在し、顆粒層に数種類の CLDN サ

ブタイプが発現するが、ノックダウンマウスや

ヒト病態皮膚を用いた研究により、特に CLDN1

が細胞間バリア分子として重要な役割を果たす

ことが解明された 1)。  

加齢によりヒアルロン酸やコラーゲンなどの合成量が減少し、皮膚の保湿機能が低下する 2)。

そのため、保湿因子が皮膚に直接塗布されるが、ヒアルロン酸やコラーゲンの分子サイズが大

きいために角質層・顆粒層バリアを通過することができず、十分な保湿効果が得られない。ま

た、ヒアルロン酸やコラーゲンは顆粒層より下部の真皮層でも機能することが報告されている

ため 3)、皮膚の深部まで浸透させる経皮吸収促進法の開発が期待される。  

マイクロニードルは 0.1 mm レベルの微細な針で形成され、角質層バリアへの保湿因子の送

達を目的として美容業界で利用されている。また、鎮静剤を配合したマイクロニードルパッチ

が開発され、日本では現在第Ⅱ相臨床試験が実施されている。さらに、ワクチン、インスリン

（糖尿病治療薬）、麻酔薬などの経皮投与に向けた研究が進められている。しかし、マイクロ

ニードルパッチは角質層バリアの薬剤透過性を亢進させるが、顆粒層バリアには効果がない。

したがって、この課題を解決するには、顆粒層の細胞間バリアの破壊作用をもつ薬剤や器具の

開発が必要である。  

顆粒層の細胞間バリアを完全に破壊すると、生命の維持が難しくなる。さらに、細菌感染の

リスクがあるため、部分的かつ可逆的な破壊が必要である。そこで本研究では、CLDN1 の発

現低下作用をもつ薬を探索し、角質層・顆粒層バリア透過型の経皮吸収促進製剤としての有用

性を検証した。 

 

 

図 1 皮膚バリア機構の模式図  



 ２．  CLDN1 の発現低下作用をもつ化合物の探索  

 

CLDN は 4 回膜貫通型タンパク質で、細胞外に 2 つ

のループ構造を有する。カルボキシ側の第 2 細胞外ル

ープを介して、CLDN はホモフィリックまたはヘテロフ

ィリックに結合する 4)。そこで、CLDN1 の第 2 細胞外

ループの結合を阻害することにより、CLDN1 のバリア

機能が阻害されると考えた。FDA 承認済化合物ライブ

ラリー (約 1,700 種類 )を用いて CLDN1 の第 2 細胞外ル

ープとのドッキングシミュレーションを実施し、

CLDN1への結合が予測される化合物を選出した（図 1）。

上位 11 種類の化合物を購入し、その効果を検討したと

ころ、3 種類（#5、#6、#10）に CLDN1 タンパク質の細

胞局在の変化が認められた。本研究では化合物#6（特許申請の都合上、化合物名は非公開）に

着目して検討を行った。  

 

 ３．  CLDN1 の細胞局在に対する化合物#6 の効果  

 

ヒト表皮由来 HaCaT 細胞を用いて、WST-1 assay

により細胞毒性を評価したところ、化合物#6 は 0.01

～100 µM の濃度において大きな毒性を示さなかっ

た（図 3）。蛍光免疫染色法により CLDN1 タンパク

質の細胞局在を調べたところ、細胞隣接部位のタイ

トジャンクションに分布していた CLDN1 は、10 µM 

#6 の 1.5 時間処理により局在量が減少した（図 4）。

3 時間および 6 時間処理によりタイトジャンクショ

ンにおける局在が回復したことから、#6 の作用は一

過性であることが示された。一方、CLDN4 の細胞局在は、#6 処理によって大きく変化しなか

ったことから、#6 は CLDN1 に選択的に作用することが示唆された。  

次に、CLDN1 の mRNA

量とタンパク質量に対す

る#6 の効果を検討した。リ

アルタイム PCR 解析にお

いて、10 µM #6 の 1.5 時間

および 6 時間処理により

CLDN1 mRNA 量は有意に

変化しなかった。ウエスタ

ンブロット解析において、

同様の結果が得られた。以上の結果から、10 µM #6 の 1.5 時間処理により、CLDN1 のタンパ

ク質量は変化しないが、タイトジャンクションにおける局在量が減少することが示唆された。 

 

 

図 2 CLDN1 と化合物#6 のドッキ

ングシミュレーション  

 

図 4 CLDN1 の細胞局在に対する#6 の時間依存的効果  

 
図 3 細胞生存率に対する#6 の効果  

非公開 



 ３．  化合物#6 の作用機序  

 

 #6 処理により CLDN1 の mRNA 量やタンパク質

量は変化しなかったが、タイトジャンクションにお

ける局在量が減少したため、タイトジャンクション

における安定性の低下が示唆された。これまでに

我々は、CLDN の細胞内取り込みにクラスリン依存

性エンドサイトーシス機構が関与することを報告し

た。そこで、クラスリン依存性エンドサイトーシス

阻害剤であるモノダンシルカダベリン（MDC）の効

果を検討したところ、タイトジャンクションにおけ

る CLDN1 の局在量が回復した（図 5）。一方、カベ

オラ依存性エンドサイトーシス阻害剤であるメチル

-β-シクロデキストリン（MβCD）は阻害効果を示さ

なかった。以上より、#6 は CLDN1 のクラスリン依

存性エンドサイトーシスを促進し、タイトジャンク

ションにおける局在量を低下させることが示唆された。CLDN の細胞局在はリン酸化やニトロ

化などの翻訳後修飾によって制御される。CLDN1 の翻訳後修飾に対する#6 の効果を検討した

が、スレオニンリン酸化量とニトロ化チロシン量は有意に変化しなかった。そのため、エンド

サイトーシスの促進機構は、さらに検討する必要がある。  

 

 ４．  細胞間バリア機能に対する化合物#6 の効果  

 

 細胞間バリア機能を評価するため、HaCaT 細胞をトランスウェルに培養し、上皮膜間電気抵

抗値（TER）と水溶性低分子化合物であるルシファーイエロー（LY）の透過性を調べた。化合

物#6 の 1.5 時間処理により TER が低下した。この効果は MDC の共処理によって阻害された

が、MβCD では阻害されなかった。同様に、化合物#6 の 1.5 時間処理により LY 透過性が増大

し、この効果は MDC の共処理によって阻害された。これらの変化は、CLDN1 の細胞局在変化

と一致したため、#6 による細胞間バリア機能の低下に、CLDN1 の局在変化が関与することが

示唆された。  

 

 ５．  ヒト 3 次元表皮モデルにおける化合物#6 の効果の検証  

 

 培養細胞を用いて化合物 #6 の効

果が明らかになったため、ヒト 3 次

元培養表皮の LabCyte EPI-MODEL 

24（株式会社ジャパン・ティッシュ

エンジニアリング）を用いて、化合

物 #6 の 効 果 を 検 討 し た 。 Volt 

ohmmeter を用いて TER を測定した

 

図 5 CLDN1 の細胞局在に対するエン

ドサイトーシス阻害剤の効果  

 

図 6 ヒト表皮モデルにおける細胞間バリア機能の評価  



ところ、化合物#6 処理により TER が低下し、除去 6 時間後の細胞では元の状態に回復した（図

6）。次に、皮膚組織表面側となる培養カップ内側に FITC 標識デキストラン  4,000（FD4）を添

加し、1 時間後に体内側となるアッセイプレートの溶液を回収した。その結果、化合物 #6 処理

により FD4 透過性が増大し、除去 6 時間後の細胞では元の状態に回復した。以上の結果から、

化合物#6 は 3 次元培養表皮のバリア機能を低下させ、分子量が 4,000 程度の化合物の透過性

を亢進させることが示された。  

 

 ６．  マウスにおける化合物#6 の効果の検証  

 

 化合物#6 の効果を生体で検証するた

め、C57BL/6J 雄性マウスを用いて、皮

膚透過性実験を行った。マウス背部皮

膚に、水（コントロール群）または化合

物 #6 を浸漬したパッチを貼り付け、

FD4 の透過性を測定した。コントロー

ル群において CLDN1 は主に細胞膜周

辺に分布していたのに対し、化合物#6

の 6 時間処理群において CLDN1 は細

胞質にも拡散して分布していた（図 6）。

化合物#6 の可逆性を評価するため、除

去してから 6時間後に観察したところ、

CLDN1 は主に細胞膜周辺に分布した。

CLDN1 を免疫染色した同一のサンプル

で FD4 の透過性を調べたところ、コントロール群において FD4 は主に角質層に分布していた

のに対し、化合物#6 の 6 時間処理群において顆粒層の CLDN1 と共局在する FD4 の分布量が

増加した。以上の結果から、化合物#6 は CLDN1 の細胞局在を変化させ、FD4 の透過性を亢進

させることが示唆された。しかし、皮膚深部への透過は観察されなかったため、処理濃度や処

理時間などを再検討し、条件の最適化が必要である。  

 

 ７．  まとめ 

 

 本研究では、マイクロニードルパッチの高機能化を目的として、経皮吸収促進剤を探索し

た。実験を通じて、化合物#6 が顆粒層の細胞間バリア機能を低下させ、パッチに浸漬した化

合物の皮膚透過性を亢進させることを示した。化合物#6 を用いることにより、皮膚深部への

水溶性化合物や高分子化合物の送達が可能になると期待される。  
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図 6 マウス皮膚における CLDN1 と FD4 の分布  
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