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研究成果の概要（和文）：温度応答性ポリマーは加温によって白濁するLCST型と加温によって溶解するUCST型に
大別され、インテリジェントマテリアルとして様々な分野で利用されている。本研究では、疎水性アミノ酸であ
るフェニルアラニン(Phe)をもつカルボキシ末端デンドリマーは、LCST型とUCST型の性質をpHによってスイッチ
ングできるユニークな性質を示すことを明らかにした。また、このデンドリマーを皮内投与すると、リンパ節に
集積し、これまでデリバリーが困難であったＴ細胞を含む様々な免疫細胞に取り込まれることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Temperature-responsive polymers are classified into LCST type which becomes 
turbid upon heating and UCST type which dissolves upon heating, which have used as intelligent 
materials in various fields. In this study, we found that carboxy-terminal dendrimers containing 
phenylalanine (Phe), a hydrophobic amino acid, exhibited a unique property that allows them to 
switch between LCST-type and UCST-type properties depending on pH. These dendrimers after the 
intradermal injection were useful for delivery into in lymph node-resident various immune cells, 
including T cells which had been difficult to deliver.

研究分野：高分子材料化学

キーワード： デンドリマー　温度応答性　ｐH応答性　T細胞　ドラッグデリバリー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
LCST型とUCST型の性質をpHによってスイッチングできる温度応答性材料はこれまでにない。本研究で作製したデ
ンドリマーは、新たなインテリジェントマテリアルとして様々な分野での応用が期待される。また、Ｔ細胞内部
へのデリバリーは、現在のところ、抗体を付与したウィルスでしか達成されていない。本研究成果は、T細胞へ
のデリバリーが可能な安全性の高い非ウィルス性のナノ粒子として新しいデリバリー技術を提案することができ
る。

※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 
温度応答性高分子は、インテリジェントマテリアルとして様々な分野で広く利用されており、

ポリ N-イソプロピルアクリルアミド（PNIPAAm）はその代表例として知られている。温度応
答性高分子には、低温で溶解し加温によって白濁する LCST 型と、低温で白濁し加温によって
溶解する UCST 型がある。いずれも相転移温度を境に劇的に溶解性が変化し、その温度は高分
子の親疎水性バランスで変化することが知られている。PNIPAAm をはじめとする LCST 型の
温度応答性ポリマーについては非常に多くの研究がなされているが、UCST 型の温度応答性ポ
リマーの研究は LCST 型よりも立ち遅れており、温度応答性の制御、メカニズムの詳細、応用
展開など、様々な知見の蓄積が望まれている。例えば、ドラッグデリバリー分野の研究において
は、既存の LCST 型の温度応答性材料は加温によって細胞との相互作用を増強したり、リポソ
ーム膜の構造を乱すことによる放出促進が実施されたが、UCST 型の温度応答性材料が開発さ
れれば、温度刺激によって溶解する新規な薬物運搬体を提供することができる。 
 我々は、これまで様々な温度応答性デンドリマーの作製とそのバイオ応用について検討を行
ってきた。デンドリマーは樹状構造の合成高分子であり、その分子量や構造を精密に制御するこ
とができる。また、その末端にある反応性官能基に様々な化合物を結合させたり、内部に低分子
を内包することができる。これまでの研究で、PNIPAAm の部分構造（イソプロピルアミド基）
を結合した温度応答性デンドリマーを作製した（Haba, Kojima et al, Angew Chem. Int. Ed. 
2007）。また、デンドリマー末端に様々な疎水性分子を結合することによって、温度応答性デン
ドリマーを作製できることも明らかにしてきた（Haba, Kojima et al, Macromolecules 2006）。
さらに、デンドリマーの内部空間による物質保持能を利用して、物質を内包した状態で加温する
ことによって水溶液中から有機分子を分離・回収できることも明らかにした（Kono, Kojima et 
al, JACS, 2007）。バイオ応用においては、生体適合性に優れた温度応答性デンドリマーを作製
する必要がある。そこで、温度に応答して高次構造が変化する蛋白質（コラーゲンやエラスチン）
に着目し、これらのモデルペプチドをデンドリマーに結合することで温度応答性バイオデンド
リマーの作製を行った（Kojima et al, JACS, 2009; Kojima et al, Biopolymers, 2013）。また、
フェニルアラニン（Phe）は 1 残基のアミノ酸をポリアミドアミン（PAMAM）デンドリマーに
結合することよって LCST 型の温度応答性デンドリマーを作製できた（Tono, Kojima et al, 
Langmuir, 2006）。しかし、UCST 型の温度応答性を示すデンドリマーの報告はなかった。 
 
２．研究の目的 
バイオ応用においては、酸性条件で応答する温度応答性デンドリマーが有用である。しかし、

これまで研究した Phe 結合デンドリマーは末端がアミノ基であるため塩基性のみで温度応答性
を示した。そこで、酸性条件で応答するために、カルボキシ末端をもつ Phe 結合デンドリマー
を作製した。すなわち、アミノ末端の PAMAM デンドリマーに酸無水物を反応させてカルボキ
シ化し、その末端に Phe のアミノ基を反応させた。本研究では、Phe および様々な酸無水物を
反応させたカルボキシ末端の Phe 結合デンドリマーを合成し、その温度・pH 応答性について検
討した。また、物質分離への利用の可能性について検討を行った。 
リンパ節は多数の免疫細胞が存在する組織であり、第 4 のがん治療法であるがん免疫療法に

おいて重要な役割を果たす。そのため、リンパ節へのデリバリーシステムの開発が求められてい
る。我々は、これまでの研究で、アニオン性のカルボキシ末端デンドリマーを皮内投与すると、
リンパ節に移行することを示してきた（Niki, Kojima et al, Nanomedicine, 2015）。そのため、
上記で合成するカルボキシ末端の Phe 結合デンドリマーは温度応答性材料としてだけでなく、
リンパ節へのデリバリーシステムにおいても有用であると考えられる。そこで、本研究で合成す
るカルボキシ末端をもつ Phe 結合デンドリマーのリンパ節移行性やリンパ節内の免疫細胞への
取り込み挙動についても合わせて検討した。 
 
３．研究の方法 
１）様々なカルボキシ末端 Phe 結合デンドリマーの合成と温度・pH 応答性の評価 
酸無水物と適切な保護基を有する Phe を結合することで、様々なカルボキシ末端 Phe 結合デ

ンドリマーを合成した。図 1 のように、結合順を変更することで、末端が Phe のデンドリマー
もしくは酸無水物のデンドリマーを合成することができる。また、酸無水物として、無水コハク
酸（Suc）だけでなく、シクロヘキサンジカルボン酸無水物（CHex）、無水フタル酸（Ph）を反
応させたデンドリマーも合成した。さらに、PAMAM デンドリマーの世代数の異なるデンドリ
マーや、末端にスルホ基を導入したデンドリマーも合わせて合成した。合成した化合物は 1H 
NMR 解析によって同定した。そして、pH の異なる 1 mg/mL の各種デンドリマー水溶液を作
製し、500 nm での温度変化透過率測定を行った。 

 
２）様々なカルボキシ末端 Phe 結合デンドリマーの物質分離への応用 
１）で合成したデンドリマーにモデル薬物であるローズベンガルを担持させ、pH または温度

が異なる条件で遠心分離した（11000 rpm、5 分）。遠心前後での上澄み液の RB の吸収スペク 



図 1、種々のカルボキシ末端 Phe 結合デンドリマーの合成方法 
 
トルを測定した。 
 
３）様々なカルボキシ末端 Phe 結合デンドリマーのリンパ節移行性および免疫細胞との相互作
用の解析 
１）で合成したデンドリマーに緑色蛍光色素を結合させて蛍光標識した。このデンドリマーを

マウスの足に皮内投与し、膝窩リンパ節の蛍光イメージングを行った。また、膝窩リンパ節内の

免疫細胞を採取して黄色蛍光色素（PE）で標識した抗体（CD3、CD45R、CD11c、F4/80）を

用いてそれぞれ T 細胞、B 細胞、樹状細胞、マクロファージを染色した後、フローサイトメトリ

ーでデンドリマーと各種免疫細胞との相互作用について解析した。 
 
４．研究成果 
１）様々なカルボキシ末端 Phe 結合デンドリマーの温度・pH 応答性 
まず、図 1 の上段のように、アミノ末端の PAMAM デンドリマーに無水コハク酸（Suc）、シ

クロヘキサンジカルボン酸無水物（CHex）もしくは無水フタル酸（Ph）を反応させた後に、カ
ルボキシ末端を保護した Phe を反応し、脱保護することで、ほぼ全ての末端に酸無水物および
Phe を結合した PAMAM デンドリマーを合成した。図 2 に示すように、これらのデンドリマー
は中性付近の pH では溶解し、酸性領域の pH では白濁した。そして、その間の pH で UCST 型
の温度応答性を示した。pH 応答性は酸無水物の構造によって変化し、疎水性の高い Ph および
Chex を反応させたデンドリマーでは、より高い pH 領域にて温度応答性を示した。これは、カ
ルボキシ基の電離状態が温度・pH 応答性に関与していることを示唆している。 
このように、カルボキシ末端のデンドリマーは UCST 型の温度応答性を示した。我々は、ア

ミノ末端の Phe結合デンドリマーはLCST型の温度応答性を示すことを報告してきたが、UCST
型の温度応答性デンドリマーは本研究が初めての報告となった。これまでの研究で、双性イオン
をもつポリマーが UCST 型の温度応答性を示すことが知られている。合成したデンドリマーで
は、PAMAM デンドリマーの内部三級アミンと末端カルボキシ基によって双性イオン構造をと
るため、UCST 型の温度応答性を示したと考えられる。 

 

 
図２、カルボキシ末端 Phe 結合デンドリマーの温度・pH 応答性。左から G4-Suc-Phe、G4-
Ph-Phe、G4-CHex-Phe の結果を示す。 
 

次に、図 1 の下段のように、アミノ末端の PAMAM デンドリマーに先にアミノ末端を保護し

た Phe を反応し、脱保護した後に、無水コハク酸を反応させたデンドリマーを合成した。こち

らもほぼ全ての末端に無水コハク酸と Phe を結合した PAMAM デンドリマーが合成できたこと

を確認した。図 1 の上段と下段の化合物は結合順が異なるだけで、化学組成は同じデンドリマ

ーであるが、図３に示すように、その pH・温度応答性は全く異なった。すなわち、pH6 では溶



解し、pH5.5 では UCST 型の温度応答性を示し、pH5 では白濁

したが、さらに pH を下げると pH4 で LCST 型の温度応答性を

示した。pH によって温度応答性の LCST 型・UCST 型をスイッ

チングできるという非常に興味深い現象が確認された。 
しかし、カルボキシ末端のデンドリマーでは、相転移挙動がブ

ロードであった。カルボキシ基は pH によって電荷状態が変化す

るため、双性イオン構造が安定でないことが原因と考えらえる。

そこで、強酸であるスルホ基を末端に導入した Phe 結合デンド

リマー（G4-Phe-SO3Na）を合成し、温度・ｐH 応答性を調べ

た（図 4）。その結果、カルボキシ末端と比較して、より弱酸領

域でシャープな相転移挙動が確認された。これは、G4-Phe-
SO3Na では側鎖に第二級アミノ基とスルホ基を有しており、

双性イオン構造が各末端で安定に形成できるためであると

考えられる。 
 

 
図４、スルホ末端 Phe 結合デンドリマー（G4-Phe-SO3Na）
の構造（左）と温度・pH 応答性（右） 
 
このように、アミノ末端の Phe 結合デンドリマーの末端をカルボキシ化もしくはスルホ化す

ることによって、pH によって UCST 型と LCST 型をスイッチングできる新しいタイプの温度
応答性デンドリマーを作製できた。これまでの研究では、水と有機溶媒の混合比によって UCST
型と LCST 型をスイッチングするという報告はあったが、本研究のように pH でスイッチング
できるのを示した例はこれまでになく、新しい温度応答性ポリマーとしての応用が期待される。 
 
２）様々なカルボキシ末端 Phe 結合デンドリマーの物質分離への応用 
物質分離はグリーンケミストリーにおいて重要な技術である。例えば、廃液からの有機物や金

属イオンの除去は水環境の保全において極めて有用であるとともに、回収・再利用できれば資源
の有効利用につながる。ローズベンガル（RB）は PAMAM デンドリマーに内包することができ
る分子として知られている（Kojima et al, Bioconjugate Chem., 2007）。本研究では、モデル物
質として RB を用いて、作製した pH 温度応答性デンドリマーにおける物質分離への展開の可能
性について検討した（図 5）。 

図５、温度・pH 応答性デンドリマーを利用した物質分離 
 

G4-Ph-Phe に RB を担持させ、様々な pH および
温度で遠心分離した。このデンドリマーが白濁する
pH 5 では、RB を内包したデンドリマーが沈殿し、
RB を水溶液から分離・回収することができた。し
かし、G4-Ph-Phe の温度応答性はブロードであるた
め、冷却条件での分離回収は難しかった。そこで、
G4-Phe-SO3Na と RB を混合して冷却した後、遠心
分離を行った。図 6 に示すように、4℃に冷却して
遠心することで、ほとんどすべての RB を水溶液か
ら除去することができた。 
以上より、pH・温度応答性のデンドリマーの物質

分離への展開の可能性が示唆された。 

図３、G4-Suc-Phe の温度・

pH 応答性 

図６、G4-Phe-SO3Na による RB の

物質分離 



 
３）様々なカルボキシ末端 Phe 結合デンドリマーのリンパ節移行性と免疫細胞との相互作用 
１）で合成した den-CHex-Phe（CPhe-

den）をマウスに皮内投与し、その体内動
態について検討した。Phe をもたないカル
ボキシ末端デンドリマー（C-den）と免疫
細胞に取り込まれることが分かっている
ホスホ末端デンドリマー（P-den）と比較
したところ、いずれもリンパ節に移行した
が、den-CHex-Phe の移行量が最も多いこ
とがわかった（図７）。また、リンパ節に存
在する各種免疫細胞への取り込み能につ
いて検討したところ、CPhe-den では、こ
れまでデリバリーが難しかった T 細胞に
も取り込まれることが明らかとなった（図
８）。ex vivo の細胞取り込み実験で、37℃では CPhe-den は免疫細胞に取り込まれたが、4℃で

は取り込みがみられなかったことから、エンドサイトーシスを介して細胞内に取り込まれてい

ることが示唆された。以上より、Phe をもつカルボキシ末端デンドリマーは T 細胞の内部への

デリバリーシステムへの応用の可能性が示された。既存の T 細胞デリバリー技術では細胞内部

へのデリバリーは難しかったため、他の免疫細胞を介して間接的に T 細胞の活性制御がなされ

ている。しかし、上記のデンドリマーを用いることで、免疫反応で中心的な役割を果たす T 細

胞への直接デリバリーシステムの構築が期待される。 
 

図８、様々な構造のデンドリマーとリンパ節内の様々な免疫細胞との相互作用 

 

以上のように、本研究を通じて、４つの大きな成果を得ることができた。 
１）世界初の UCST 型の温度応答性デンドリマーを作製した。 

２）LCST 型・UCST 型の温度応答性を pH によってスイッチングできる極めてユニークな特長
を持つ新規温度応答性ポリマーが作製された。 
３）これらのデンドリマーが物質分離に利用できることを示した。 
４）既存の技術では難しかった T 細胞内部へデリバリーできるデンドリマーが作製された。 
これらの研究成果は、インテリジェントマテリアルの創製やがん免疫療法のためのデリバリ

ーシステムの構築に大きく貢献するものである。 

 

図７、様々なデンドリマーの体内動態 
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