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研究成果の概要（和文）：体内へ注入後，体温に応答してヒドロゲルを形成する温度応答型生分解性インジェク
タブルポリマー(IP)の開発と医療応用について検討した。特に温度上昇に伴いゲル化する際に，チオール-エン
反応により共有結合架橋を形成し，体内でのゲル状態維持期間や力学的強度を簡便に調整できるIPシステムの開
発に成功した。また，IP末端官能基修飾により温度に応答してゲル化するpH領域を自在に制御できるシステムの
開発にも成功した。さらに，このIPの医療応用として，薬物徐放型ドラッグデリバリーシステム，癒着防止材，
心筋梗塞を対象疾患とした幹細胞を用いた再生医療用材料，血管塞栓材としての機能評価を行い，良好な結果を
得た。

研究成果の概要（英文）：We investigated injectable polymer (IP) systems, which can form hydrogels in
 response to temperature after injection into the body, and their application as biomedical 
materials. Especially, we succeeded in preparing an IP system, which can form partially covalent 
cross-linking via thiol-ene reaction and show a longer duration of gel state in vivo and variable 
mechanical properties. We also succeeded in controlling the pH region where the IP shows 
temperature-responsive sol-gel transition provided by introducing functional groups at the termini 
of the IP molecules. We evaluated the application of the IP system as a drug delivery device showing
 the sustained release of drugs, post-operative antiadhesives, scaffold for tissue regeneration 
against ischemic heart using stem cells, and embolization materials in blood vessels. Then, positive
 results were obtained.

研究分野： バイオマテリアル

キーワード： インジェクタブルポリマー　ゾルゲル転移　生分解性高分子　癒着防止　再生医療　脂肪由来幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
温度に応答して体内でゾルからゲルへと転移する生分解性ポリマーは，インジェクタブルポリマー(IP)として低
侵襲な医療を実現する材料として重要であり，本研究は数ある類似研究の中でも，ゲル状態の維持期間やゲル化
するｐH領域を簡便な方法で制御する方法を創出したことに高い独創性と学術的意義がある。また，開発したIP
システムは，これまで困難であった内視鏡（腹腔鏡）手術下での癒着防止材の使用を可能にし，幹細胞を利用し
た再生医療的治療に有効であることなどが実際にモデル動物実験系で立証され，臨床応用が可能な新規な治療法
として社会的意義も高い。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

ある種のポリマー水溶液は，温
度などの外部刺激により，ゲル状態
へと変化するゾル-ゲル転移を示
す。これらの中で，室温と体温の間
にゲル化点を有するものは，注射に
より体内に容易に注入でき，その場
でゲル化させることが可能で，注射
可能＝インジェクタブルポリマー
(IP)として利用できる。特に，生分
解性 IP は，体内で代謝され，取り
出す必要が無いことから，徐放型ド
ラッグ・デリバリー・システム
(DDS)，内視鏡下で使用できる癒着
防止材，組織再生の足場となる再生
医療用材料，血管塞栓材としての用
途が期待されている（図１）。 

これまでの生分解性 IP は，非共
有結合からなる物理ゲルであるた
め，腹腔など周囲に豊富に水が存在
する状態では短時間でゾル状態に
戻ってしまうことが問題点の一つ
であった。我々は，本研究課題
開始前に，-カプロラクトン
とグリコール酸の共重合体
(PCGA)と PEG からなるトリ
ブロックコポリマー(PCGA-b-
PEG-b-PCGA: tri-PCG) （ 図
１）の両末端にスクシンイミ
ドエステル基を導入した tri-
PCG-OSu（図 2）と tri-PCG の
混合ミセル溶液に，それと反応可能なポリリシンなどの水溶性ポリアミンの溶液を混合すると
いう簡単な方法で，室温ではゾル状態で，体温まで過熱してゲル化した際に共有結合を形成する
システムを構築することに成功し，生理的条件下で長期間ゲル状態を維持できることを見出し
ていた 1,2)。これは，昇温によりミセルが会合・ゲル化する時にミセル内疎水部にあったスクシ
ンイミド基が露出し，溶液中のポリリシンのアミノ基と反応して化学架橋を生じたためである。
申請当初から採択時にかけて，我々は，スクシンイミドエステル−アミンの反応に加えて，チオ
ールとアクリロイル基とのマイケル付加反応（チオール-エン・クリック反応）により共有結合
ゲルを形成する生分解性 IP の開発にも成功した。この，チオール-エン反応は，温和な条件でも
進行し，生体成分と反応しない生体直交性(bioorthogonal)を有しているという利点がある。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では，申請者らが開発した温度に応答して共有結合ゲルを形成する生分解性 IP に

ついて，その基礎物性や共有結合形成メカニズムを明らかにするとともに医療用材料として応
用することを念頭に，以下の項目を目的として研究を行った。 
(1) チオール-エン反応で共有結合ゲルを形成する生分解性 IP の開発 
チオール-エン反応で共有結合ゲルを形成する生分解性 IP として，末端にアクリロイル基を導

入した tri-PCG とポリチオール化合物を用いた IP システムを開発し，そのゾル-ゲル転移挙動や
基礎物性を明らかにし，医療用途として最適な形態（製剤方法・組成）を決定する。さらに，ゲ
ル化過程において，共有結合ゲルを形成するメカニズムについても検討する。 
(2) ゲル化する pH 領域の制御 
これまでは中性領域での IP のゲル化を主として研究してきたが，ゲル化する pH 領域を制御

することで，温度と pH の二重刺激に応答する IP が調製できる。これまでに開発してきた手法
を応用して，tri-PCG 末端の官能基変換を行い，末端にカルボキシル基あるいはアミノ基を有す
る IP を調製し，これらを混合することにより，温度に応答してゲル化する pH 領域を制御する
ことについても検討する。 

図 1. 生分解性インジェクタブルポリマーの温度に応答した
ゲル形成および期待される用途. (a)癒着防止材，(b)徐放型
DDS，(c)再生医療用足場，(d)血管塞栓材. 

図 2. 本研究で使用した各種末端を有する IP の構造. 



(3) 徐放型ドラッグデリバリーシステムとしての検討 
 生分解性 IP は薬物を含有させて皮下や腹腔などに投与し，薬物を徐放する低侵襲 DDS として
も利用できる。特に共有結合を形成する IP は物理架橋のみの IP 製剤と比較して，薬物の放出速
度を抑制できると期待される。本研究では，水溶性ペプチド薬物モデルとして，次世代糖尿病治
療薬として期待されている GLP-1 を使用し，IP 製剤の徐放型 DDS としての性能を明らかにす
る。さらに低分子薬剤の放出時間を遅延させることを念頭に，リポソームを用いた徐放性 DDS
の開発についても検討する。 
(4) 癒着防止材としての検討 
癒着は，外科的処置後などに発生し，患者の QOL を低下させ，再手術が必要となる場合もあ

る。現在，癒着防止材としてはセプラフィルム等，膜状のものが臨床使用されているが，ハンド
リングに難点がある他，膜状であるため使用部位に制約があり，特に近年，低侵襲な術式として
多用されている腹腔鏡・内視鏡下での手術に使用できない。IP は癒着発生が予測される部位に
カテーテルやスプレーなどにより塗布することでゲル化して膜を形成できるため，腹腔鏡・内視
鏡下で簡便に使用できる癒着防止材としての応用が期待できる。本研究では，ラットに作成した
癒着モデルにおいて，開発した IP の癒着防止材としての性能を評価する。特に，癒着防止に効
果があるペプチド性薬剤（キマーゼ阻害剤）との併用効果についても検討を加える。 
(5) 再生医療用材料としての検討 

IP は幹細胞などを内包させて組織欠損部位に打ち込み，組織を再生させる再生医療用足場材
料としても期待されている。入手が容易な間葉系幹細胞ソースとして，脂肪由来幹細胞(AdSC)が
注目されている。特に AdSC ではそのサイトカイン分泌によるパラクライン効果により，抗炎症
性や血管新生などが期待されている。本研究では，IP ゲル内での AdSC の生存およびサイトカ
イン産生能力を調べるとともに，心筋梗塞モデルマウスを使用して，AdSC 内包 IP を虚血部位
に投与し，その治療効果を検討する。 
(6) 血管塞栓材としての検討 
心筋梗塞等の心疾患において，カテーテルとガイドワイヤーを冠動脈部まで導きプラークを

吸引し，ステントを留置する治療が行われている。しかしこの治療法では，ガイドワイヤーによ
る血管の損傷や血管壁の脆弱化により，意図しない出血が起こる場合がある。心臓と心外膜の間
に血液が侵入すると心臓を圧迫して死に至る可能性がある。こうした事例に対し，カテーテルで
生分解性 IP 溶液を注入して人為的に塞栓を形成させ，損傷部位が自然治癒する 1-2 日程度止血
する回避方法を提案している。こうした用途に際しては，IP ゲルが血圧に抵抗して血管内に留
まるだけの組織接着性が必要である。そこで，IP にアルデヒド末端を持つポリマーを混合し，組
織接着性を持たせることを試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) チオール-エン反応で共有結合ゲルを形成する生分解性 IP の開発 3,4) 
既報に従い，PEG を高分子開始剤とし，グリコリドと ε-カプロラクトンを適当な割合で共重

合し，末端が水酸基である PCGA-b-PEG-b-PCGA トリブロック共重合体(tri-PCG)を合成した。得
られた tri-PCG の両末端にアクリル酸を縮合反応させ，両末端がアクリレート化された tri-
PCG-Acryl（図 2）を合成した。合成した tri-PCG-Acryl ミセル溶液と，ポリチオールである
dipentaerythritol hexakis(3-mercaptopropionate)(DPMP)を内包させた tri-PCG ミセル溶液を種々の
割合で混合したものについて，(a)ゲル化およびその不可逆性の確認とゲル化温度の測定，(b)レ
オメーターによるゲルの力学的強度の測定，(c)PBS 中でのゲル状態維持期間の測定，(d)マウス
に皮下投与した後の分解挙動および生体適合性，について評価した 3)。また，末端を蛍光分子で
あるナフタレンおよびダンシル基でラベルした tri-PCG を作成し，それらを別々に含むミセル系
の温度を変化させながら蛍光スペクトルを測定し，蛍光共鳴エネルギー移動現象からゲル化メ
カニズムについて検討した 4)。 
(2) ゲル化する pH 領域の制御 5) 
 tri-PCGの末端にカルボキシル基およびアミノ基を導入した tri-PCG-COOHおよび tri-PCG-
NH2（図 2）を合成した。これらの単独あるいは混合系について，温度に応答してゲル化す
る pH 領域を試験管傾斜法などにより検討した 5)。 
(3) 徐放型ドラッグデリバリーシステムとしての検討 6,7) 
 (1)により作成した tri-PCG-Acryl/DPMP 混合 IP 製剤に，水溶性ペプチド薬物である GLP-1（グ
ルカゴン様ペプチド，分子量 3300）を内包させてゲル化させ，PBS 中に静置した後の上澄み液
に放出される GLP-1 量を定量した 6)。また，同様に調製した製剤をマウスに皮下投与した後，一
定時間後に採血し，薬物血中濃度推移を ELISA により定量した。一方，水溶性蛍光色素である
ピラニンを封入したリポソームを IP 製剤に封入してゲル化させ，ゲルを水中に保持した時に上
澄みに漏出してくるピラニン単体およびピラニン封入リポソームを蛍光測定により定量し，リ
ポソームに封入することによる放出遅延効果を検討した 7)。 
(4) 癒着防止材としての検討 8) 
ラットの盲腸を露出させ，その表面を 1N-NaOHaq で処理することにより癒着モデルを作成し

た。この癒着惹起部に IP 製剤を滴下し，ゲル化させてから閉腹した。所定日数後に開腹し，癒



着スコアを評価した。この際に，キマーゼ阻害剤（Suc-Val-Pro-PheP(OPh)2等）を含む IP 製剤も
使用し，その併用効果についても検討した。対照物として，癒着防止膜として臨床使用されてい
るセプラフィルムを使用した 8)。 
(5) 再生医療用材料としての検討 9) 
 マウス脂肪組織から単離した AdSC を IP ゲル内に保持し，細胞数の経時変化を WST-8 アッセ
イおよび Live-Dead アッセイにより評価した。また，回収した AdSC 中の VEGF 等のサイトカイ
ン遺伝子発現量を RT-PCR で評価した。同時に，細胞外に分泌されたサイトカインを ELISA に
より定量した。マウスの心臓の一部を結索し，心筋梗塞モデルを作成した。蛍光標識した AdSC
を含む IP 製剤を結索部位周辺に注入した。その後，毛細血管の再生や心臓機能の回復，AdSC の
処置部位への滞留などを評価した 9)。 
(6) 血管塞栓材としての検討に向けた組織接着性を有する IP の開発 10) 
 市販のプルロニック（PEG とプロピレングリコール(PPG)とのトリブロック共重合体）の末端
にテレフタルアルデヒド酸(TAA)を反応させ末端がアルデヒド化されたプルロニック(PL-CHO)
を合成した。これを種々の割合で含む IP 製剤を作成し，そのゲル化による組織接着性の発現を
ブタ肝臓を用いた接着試験（せん断応力試験）で検討した 10)。さらに市販の動物血管内にゲルを
打ち込んでゲル化・塞栓させ，水圧を加えてその耐圧性能を評価した 10)。 

 
４． 研究成果 
(1) チオール-エン反応で共有結合ゲルを形成する生分解性 IP の開発 3,4) 

tri-PCG-Acryl ミセル溶液と，DPMP 内包 tri-PCG ミセル溶液を種々の割合で混合し，そのゲ
ル化挙動を検討したところ，27-34℃の範囲で温度に応答したゾルゲル転移を示し，冷却後もゾ
ルに戻らない不可逆的なゲル化能を示した。これらの PBS 中でのゲル状態の維持期間を調べた
ところ，tri-PCG-Acryl の含有率を増加ほど長期間のゲル状態維持期間を示し，50%含有率のもの
で約 90 日とスクシンイミドエステルの系と比較して，著しく広い範囲でゲル状態維持期間を調
節できることが分かった（図 3）。マウス皮下に移植した場合もこれと同様な生体中でのゲルと
しての残存期間を示すことを確認した。また，末端を蛍光分子であるナフタレンおよびダンシル
基でラベルした tri-PCG を作成し，それらを別々に含むミセル系の温度を変化させながら蛍光ス
ペクトルを測定し，蛍光共鳴エネルギー移動現象からゲル化メカニズムについて検討したとこ
ろ，ゲル化温度付近での急激なエネルギー移動効率の増加が観測され，ミセルの会合がトリガー
となってゲル化が進行する仮説が裏付けられた。 
(2) ゲル化する pH 領域の制御 5) 
 合成した tri-PCG-COOH および tri-PCG-NH2をの混合割合を種々変化させた IP 製剤を調製
したところ，その混合比を変化させることにより，温度に応答してゲル化する pH 領域を簡
便に調整できることが分かった（図 4）5)。 
(3) 徐放型ドラッグデリバリーシステムとしての検討 6,7) 
 共有結合を形成する tri-PCG-Acryl/DPMP 混合 IP 製剤に，GLP-1 を内包させたゲルからの GLP-
1 の放出挙動を in vitro で検討したところ，4 週間以上にわたって GLP-1 が徐放されることが示
唆された。さらに，皮下に GLP-1 内包 IP ゲルを投与したところ，tri-PCG-Acryl/DPMP 混合 IP 製
剤では，3 週間以上にわたって血中の薬物の濃度が有効濃度以上に維持されることが分かった
（図 5）。 
一方，ピラニン封入リポソームを内包した IP ゲルからは，ピラニンをそのまま内包させた場

合に比べて放出が遅延することも確認された。しかし，リポソーム自体のリリースは観測されず，
ゲル中でのリポソーム崩壊によって放出するメカニズムが示唆された。 
(4) 癒着防止材としての検討 8)  

図 3. 種々の tri-PCG-Acryl 含有率を持つ IP 製剤の PBS 中に
おけるゲル状態維持期間. 

図 4. 種々の tri-PCG-COOH/tri-PCG-
NH2 比(A/C)を有する IP 製剤のゲル
化する温度領域. 



ラットに作成した癒着モデル
において，IP 製剤の癒着防止効
果を調べたところ，化学架橋を生
じないあるいは低い tri-PCG-
Acryl 含有率の IP 製剤において，
セプラフィルムと同等以上の癒
着防止効果を示すことが確認さ
れた。さらに，キマーゼ阻害剤
(CI)を内包させた IP と IP 使用時
に腹腔内に CI を散布した場合の
癒着防止効果を検討した。その結
果，IP 単独に比べて CI を併用す
ることにより癒着防止効果が増
強され，その度合いは散布の方が
高いことが分かった（図 6）8)。 
(5) 再生医療用材料としての検討 9) 
 IP に AdSC を内包して培養し
たところ，大半の AdSC が生存
し，ゆるやかに増殖することが
確認された。また，ゲル中に保
持した AdSC から TGF-や
VEGF などの産生が観測され，
その細胞当たりの産生能は，化
学架橋を形成しない IP ゲルと
比較して，化学架橋を形成する
ゲルの方が高くなり，VEGF な
ど一部のサイトカインではポリ
スチレン上で培養した時よりも
高くなることが分かった。また，
マウスに作成した心筋梗塞モデ
ルにおいて心筋中に AdSC 内包
IP ゲルを注入したところ，細胞
だけを注入した場合と比較し
て，注入部位に長く AdSC が留
まることが確認された。さらに，
注入後に心臓機能の回復や新生
毛細血管量などにおいて，細胞
のみを注入した場合に比べて，
有意に高い治療効果が見られ
た。9)。 
(6) 血管塞栓材としての検討に向けた組織接着性を有する IP の開発 10) 
 市販のプルロニック（PEG とプロピレングリコール(PPG)とのトリブロック共重合体）の末端
にテレフタルアルデヒド酸(TAA)を反応させ，末端がアルデヒド化されたプルロニック(PL-CHO)
を合成した。これを種々の割合で含む IP 製剤を作成し，そのゲル化による組織接着性の発現を，
ブタ肝臓を用いた接着試験（せん断応力試験）で検討したところ，PL-CHO の混合により接着強
度の向上が見られた 10)。さらに市販のマウス大動脈内に IP 製剤を打ち込んでゲル化・塞栓させ，
水圧を加えてその耐圧性能を評価したところ，耐圧性能の向上が確認された 10)。このことから，
アルデヒド末端を有する共重合体(PL-CHO)を混合することにより，血管塞栓材としての機能向
上が達成されることが示された。 
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図 5. (a)GLP-1 内包 IP 製剤を皮下投与した後の血中 GLP-1
濃度の掲示変化. (b)拡大図. ■：tri-PCG-Acryl/DPMP/GLP-
1, ●: tri-PCG/GLP-1, ×:GLP-1 溶液, ◆: tri-PCG ゲルのみ. 

図 6. (A) 種々の tri-PCG-Acryl 含有率の IP 製剤の癒着スコア. 
Saline：生理食塩水，P(1/2)：tri-PCG のみ，A17, A33, A50：そ
れぞれ 17%, 33%, 50%の tri-PCG-Acryl を含む IP 製剤，Se:セプ
ラフィルム，P(4): ゲル化しない製剤 (n=6).  (B)各サンプルの
典型的な写真とその癒着スコア，および残存ゲルが観測された
数(n=6). 
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温度応答型生分解性インジェクタブルポリマーとリポソームの複合化による水溶性低分子薬物徐放システムの構築

組織接着性を示す温度応答型インジェクタブルゲルの設計
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