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研究成果の概要（和文）：従来の薬物輸送システムは、薬を運搬体に内包させ、がんなどの疾患部へ送達する。
しかし、運搬体からの薬の漏出に伴う副作用と薬効低下が問題となっており、安全かつ治療効果の高い、新機軸
の医療戦略が求められている。本研究は、抗がん剤などの薬を必要とせず、がん局所で薬を合成する高分子ベシ
クルデバイスの創製を目的として研究を行った。その結果、特定の生体環境下で分子透過性を示す高分子ベシク
ルの開発や、分子透過メカニズムの解明ならびに分子透過に必要な分子設計指針などを明らかにした。さらに、
細胞培養環境下においても、酵素を封入した高分子ベシクルデバイスが機能し、がん細胞を死滅させることが可
能であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Conventional drug delivery systems deliver drug-encapsulated particles to a 
disease site. However, side effects and decreased efficacy associated with drug leakage from the 
carriers are a problem. Therefore, new therapeutic strategies that are safe and highly therapeutic 
efficacy are required. This research was conducted with the aim of creating nanodevices that 
synthesize drugs locally without the need for anticancer drugs or other drugs. As the result, the 
following were clarified: Development of the polymer vesicle which shows the molecular permeability 
under specific biological environment, elucidation of the molecular permeation mechanism, molecular 
design guideline necessary for the molecular permeation, etc.. Furthermore, it has been found that a
 polymeric vesicle device encapsulating an enzyme can function and kill cancer cells even under a 
cell culture environment.

研究分野： 自己組織化高分子

キーワード： 高分子ベシクル

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来型DDS製剤においては、薬の漏出により、薬効の低減や副作用が問題となっている。治療効果を高めつつ、
QOLの向上も可能な次世代型ナノ医療の進展が急務となっている。そのような医療においては、従来のナノ粒子
とは異なる機能性粒子の開発が必要不可欠である。本研究の実現により、細胞環境下で分子透過性を示す高分子
ベシクルやその透過機構・分子設計指針が確立できた。加えて、in vitroでがん細胞の死滅も実証した。今後、
in vivoで本システムの有用性を実証することにより、より安全かつ治療効果の高いナノ医療に結びつくものと
考えられる。

※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 

がんなどの疾患に対して、副作⽤を抑え、治療効果を⾼めるために、薬を微粒⼦に⼊れ
て送達する DDS の開発が盛んである。しかし、薬の漏出などによる副作⽤と薬効の低下が問題と
なっており、新たな医療技術が求められている。そのような中、Leduc らは、酵素を内包した粒
⼦を疾患部位に届け、⽣体内の不要な分⼦の分解やプロドラッグの活性化を⾏う事で、より安全
で治療効果の⾼い医療技術となるのではないかと提唱した(Nat. Nanotech. 2007)。しかし、酵素
活性を保持したまま⽣体内に送達し、かつ基質を外部から供給できる酵素反応場として機能しう
る材料の開発が困難であり、これまでに実現されていなかった。 

そのような背景のなか、申請者は、分⼦透過性の⾼分⼦ベシクルを開発し、酵素を内包
した⾼分⼦ベシクルが、担がんマウスの腫瘍局所でプロドラッグを変換し、抗腫瘍効果をもたら
す事を実証した (Adv. Mater., 2017, 29, 36, 1702406)。しかし、⾼分⼦ベシクルのがん集積量の
低さや、プロドラッグとベシクルの⽣体内動態が異なり効率的な変換ができず、抗腫瘍効果が顕
著ではないという課題があった。 

⼀⽅で⽣体内では、免疫細胞の好中球が、Sialyl lewis X と炎症細胞に発現するセレクチ
ンの結合を介して集積し、酵素反応による過酸化⽔素等の合成・放出により殺菌や不要細胞を死
滅させる。この機能は、標的指向型 DDS に他ならず、特に過酸化⽔素を疾患部位で合成する機能
は、薬効と安全⾯において優れた治療法である。  

腫瘍⾎管はセレクチンを⾼発現しており、好中球類似のシステムを構築できれば、がん
に集積させる事が可能となる。合わせて、がん周囲にある物質を原料に in situ で薬を合成する機
能が付与できれば、プロドラッグの変換効率に関する問題を克服し、⾼い治療効果と副作⽤の低
減が実現できる。 
 
２．研究の⽬的 

本研究では、上記の背景に鑑み、申請者が開発したベシクルを基盤として、好中球が持
つがん炎症部への集積能および酵素反応による過酸化⽔素合成能を付与する。特に、後者では、
がん周囲の環境に応答して透過能が亢進するベシクルを構築し、がん局所で、代謝産物を原料と
した H2O2の合成を試みる。これにより、薬剤合成場と送達能を備えた材料の開発とその効果の実
証を⾏い、従来型 DDS の課題を克服した新たな治療システムを構築する。 
 
３．研究の⽅法 
A. pH 応答性の分⼦透過型⾼分⼦ベシクルの創製 
A-1. pH 応答性ポリマーの合成と機能性⾼分⼦ベシクルの作製 

先⾏研究で開発したベシクルは、極めて親⽔性が⾼い分⼦の透過が遅いため、乳酸を基
質とした酵素反応は遅いと予想される。従って、がん周囲で分⼦透過が亢進する系を構築できれ
ば、がん局所で薬を合成する事が可能となり、治療効果を⾼め、副作⽤の低減につながる。 

がんは、代謝産物により弱酸性(pH=6.8)を⽰すため、この pH領域でプロトン化し、親⽔
化するポリマーを設計できれば透過能の亢進が可能となる。そこで、弱酸性領域に pKa を持つ
Diisopropylamine (DIPEA)を持つポリマーを制御ラジカル重合により合成する。 

なお、DIPEA組成が⾼い場合、ベシクル形成しない場合も考えられることから、種々の
重合度のポリマーを準備する。その後、アルキン修飾 Maltopentaose を修飾し、このポリマーの
⾃⼰組織化挙動を DLS, TEM, 放射光 X 線⼩⾓散乱法を⽤いて調べる。さらに先⾏研究で開発し
た糖鎖ポリマーを種々の組成で混合し、ベシクルを作製する。ベシクル形成の確認は、pH 応答性
ポリマー⾃⼰組織化体と同様の⽅法を⽤いる。また、平⾏して、先⾏研究で⾒出した糖鎖ブロッ
クポリマーベシクルの分⼦透過機構を明らかにするために、中性⼦散乱法により⼆分⼦膜疎⽔層
中の⽔の有無および含⽔量の定量について評価を⾏う。この知⾒を元に分⼦透過性が低い場合は、
分⼦構造の⾒直しを図る。 
A-2. 酵素を内包した⾼分⼦ベシクルの作製と pH 変化に伴う膜透過性の評価と最適化 
 乳酸オキシダーゼ(LAO)を、直接⽔和法や静置⽔和法により上記のベシクルに内包させる。内包
率が低い場合は、ポリマー、酵素の濃度を変えて最適化を図る。LAO の活性および乳酸の膜透過
は、LAO 内包ベシクルを⽤いて、pH=6.8 において過酸化⽔素⽣成量を HRP/ABTS 法による⽐⾊
法により評価する。透過が遅い場合は、A-1 で合成したポリマーの DIPEA組成及び、ポリマー混
合組成を変え、最適化する予定である。合わせて、pH 変化に伴う膜透過性の評価を同様の⼿法を
⽤いて⾏う。 
 



B. SLX 提⽰ハイブリッドベシクルの作製及び最適化とその機能評価  
B-1. SLX修飾ポリマーの合成とハイブリッドベシクルの作製  

ベシクルの SLX 提⽰は、上記ポリマー群に、SLX修飾 poly(propylene oxide)(PPO)を混
合する事により⾏う。そこで、Click 反応により、アジド化 SLX をアルキン修飾 PEG-PPO に修
飾する。リンカーの PEG は、分⼦量 2000 のものを⽤いる予定だが、提⽰能が低い場合は分⼦量
を変更する。先⾏研究で TATペプチドの提⽰では、1mol%の混合で⼗分な提⽰能があった事から、
1~5 mol％程度を混合したベシクルライブラリを作製する。 
B-2. ハイブリッドベシクルの機能評価 

ライブラリから、セレクチン発現細胞に最も多く接着するものを選択するために、セレ
クチンを発現させた細胞に、ベシクルを添加する。暴露時間を変化させ、細胞への接着量を蛍光
顕微鏡により評価し、ポリマー組成の最適化を⾏う。合わせて、⼤腸がんや乳がん細胞に、腫瘍
内 pH及び同濃度の乳酸存在下で、LAO 内包ベシクルを添加し、WST 法で細胞毒性を評価する。
また、H2O2応答性蛍光⾊素を添加し、H2O2発⽣を共焦点顕微鏡で調べ、酵素反応場として機能す
る事を確かめる。次いで、SLX 提⽰ベシクルのがん集積能を調べるため、先⾏研究で合成した近
⾚外⾊素修飾 PPO を混合し、ベシクルを作製する。ベシクルを担がんマウスに尾静脈より投与
し、⼀定時間で、臓器を取り出し、臓器分布を調べる。同時に採⾎を⾏い SLX有無での、⾎中滞
留性とがん集積性に与える影響を把握する。また、DDS においては、抗腫瘍効果と共に副作⽤の
低減が必須である事から、投与量と投与回数を変えて投与し、マウスの体重変化を計測する。こ
れにより、投与⽤法を決定する。その後、酵素内包ベシクルを投与し、腫瘍径測定から抗腫瘍効
果を評価する。合わせて、キャリアが集積しやすい肝臓、腎臓の急性毒性を逸脱酵素活性と臓器
切⽚の形態観察から評価し、副作⽤の確認を⾏う。抗腫瘍効果が低い場合は、グルコース酸化酵
素を併⽤し、がん栄養源の枯渇と H2O2の合成による相乗的ながん治療を試みる。 
 
4. 研究成果 
A. pH 変化により透過性が亢進する⾼分⼦ベシクルの創製 
 本項⽬では、まず、⽣体環境に近い pH で⽔への溶解度が変化する刺激応答性⾼分⼦の
合成を⾏った。具体的には、2-azidoethyl 2-Bromo-2-methylpropanoate を開始剤として、
CuBr/PMDETA存在下で、2-(Diisopropylamino)ethyl Methacrylate の重合反応を⾏った。重合反応
は、定量的に進⾏し、開始剤とモノマーの仕込み⽐で、ポリマーの重合度を制御することが可能
であった。また、得られたポリマーの分⼦量分布も 1.1~1.2 程度であることが、ゲルろ過クロマ
トグラフィー測定から判明している。得られたアジド基修飾 poly(2-(Diisopropylamino)ethyl 
Methacrylate)とアルキンを還元末端に修飾した maltopentaose を、銅触媒環化付加反応によりカ
ップリングを⾏った。1H NMR測定、GPC測定より、⽬的の両親媒性ブロックポリマーが得られ
ている事がわかった。次に得られたポリマーが、⽔溶液中で⾃⼰組織化することでベシクル構造
を形成するか評価を⾏った。そのために、得られたポリマーを種々の pH の⽔溶液に分散させて
ポリマー溶液を調整した。得られたポリマー溶液の電⼦顕微鏡観察を⾏ったところ、直径 50~200 
nm の球状集合体を観察することができた(Fig. 1左)。また、その球場集合体は、外縁部にふちが
あり、ベシクル様の分⼦集合体であることを⽰唆していた。そこで、より詳細な構造情報を得る
ため、放射光 X線を⽤いた⼩⾓ X線散乱法による構造解析を⾏った。その結果、q = 0.45 nm–1に
ピークが存在する散乱パターンが得られた(Fig. 1右)。このピークは、ポリマーがマルチラメラベ
シクル構造を形成しており、ラメラ由来のピークであると考えられる。ピークの位置から、ラメ
ラ間の距離は、14 nm程度であること
が判明した。また、このベシクル溶液
の pH を、pH=7.4 から pH=6.5へと変
化させて、SAXS測定を⾏ったところ、
ピークは消失し、散乱強度も低下した。
このことは、2-(Diisopropylamino)ethyl 
Methacrylate が、プロとネーションす
ることで、両親媒性から親⽔性ポリマ
ーへと変化し、集合体が崩壊したもの
と考えられる。以上より、合成したポ
リマーは、⽬的の通り、腫瘍周囲の pH
において親⽔化しえることが明らかに
なった。 
 次に、先⾏研究で得られた maltopentaose-b-poly(propylene oxide)ブロックポリマーベシ
クルの分⼦透過機構を明らかにするために、中性⼦散乱法により⼆分⼦膜疎⽔層に⽔が存在する

 
Fig. 1 ポリマーの TEM 像(左)および SAXS プロファ
イル(右); ⾚線(pH=7.4), 緑線(pH=6.5) 



か評価を⾏った。実験は、オーストラリア ANSTO Bilby および J-Parc Taikan にて測定を⾏った。
得られた中性⼦散乱プロファイルを⼆分⼦膜の断⾯モデルでフィッティングし、疎⽔層の SLD を
⾒積もった。その結果、PPO のみからなる場合に予想される SLD の理論値(0.34×1010 cm–1)より
⾼い値(1.1×1010 cm–1)をとることが判明した。軽⽔中および重⽔中で、⼆分⼦膜の厚みが変化し
ていないことから密度変化が要因となって、SLD の値が変化していないことが考えられる。従っ
て、この変化の要因は、溶媒である重⽔が PPO層に含まれることで疎⽔層の SLD の値が⾼まっ
たことが考えられる。理論値と実験値の差から、疎⽔層中の含⽔率を算出したところ、25℃で
10vol%程度の重⽔(1 本の PPO鎖に対し 20 分⼦程度の重⽔が存在する)を含むことが判明した。
また、蛍光退⾊後回復実験から、melittin によりポアを形成させたリポソームと申請者らが開発し
た⾼分⼦ベシクルの分⼦透過挙動の温度依存性を⽐較したところ、ポアを有するリポソームでは
温度上昇に対し直線的に変化し、⾼分⼦ベシクルではほぼ温度依存性が⾒られなかった。以上の
ことから、1)申請者が開発したベシクルはポアを形成することで分⼦透過性を⽰していないこと、
2)PPO⼆分⼦膜の疎⽔層は、⽔を含む弱親⽔的な環境であり、これにより親⽔的な分⼦が疎⽔層
へと分配できることで分⼦透過性を⽰したことが考えられる(Macromolecules, 2021, 53, 7346)。
また、本実験と合わせて、ベシクルに分⼦透過性をもたらす⾼分⼦の探索も⾏った。先⾏研究で
⾒出した分⼦透過性ベシクルは、PPO を疎⽔性セグメントとして有するポリマーからなる。PPO
は温度応答性⾼分⼦であり、温度に応答して可逆的に⽔和・脱⽔和が可能である。相転移温度以
上に置かれた場合においても、完全に脱⽔和することなく、部分的に⽔和することで⽔溶性分⼦
の分配を可能にし、分⼦透過性をもたらしたと仮説を⽴てた。従って、温度応答性分⼦を⽤いて、
ベシクル⼆分⼦膜の疎⽔層を構成させることにより、分⼦透過性ベシクルを設計出来ると考えた。
そこで、25–29℃付近に相転移温度を有する poly(n-propyl oxazoline)および poly(n-propylglycine)
を合成し、糖鎖セグメントを導⼊した両親媒性ポリマーを開発した。既報の⼿法に従い、合成し
たポリマーを⽤いてジャイアントベシクルを作成し、FITC-PEG(分⼦量 500), rhodamine 6G, 
fluorescein などの低分⼦⾊素を添加したところ、ジャイアントベシクル内に⾊素由来の蛍光シグ
ナルを観察することができた。また、透過する分⼦の物性と透過能にどのような相関があるかを
明らかにするために、異なる LogP 値を持つ中性の蛍光⾊素群合成し、透過挙動を調べた。その
結果、⾼い LogP値を持つ⾊素が透過しやすく、LogP値が低下すると共にベシクル内へ透過しな
くなることが判明した。以上のことから、温度応答性⾼分⼦は、ベシクルに分⼦透過性を付与す
る際に有⽤な分⼦群であること、さらに、低分⼦の LogP 値が透過のインジケーターとなること
が明らかとなった(Polymer Chemistry, 2019, 10, 691, Biomacromolecules, 2021, 22, 3099)。 
 
B. SLX 提⽰ハイブリッドベシクルの作製及び最適化とその機能評価 
 次に項⽬ A で得られた pH 応答性⾼分⼦と先⾏研究で得られた糖鎖ポリマーとを混合し
ハイブリッドベシクルを作成した。その際、Rhodamine 修飾した乳酸オキシダーゼを共存させ、
酵素の内包を試みた。ゲルろ過クロマトグラフィーにより、酵素を封⼊したベシクルを単離し、
その内包率を算出したところ、1~2%の酵素が含まれる事が判明した。得られた酵素内包ベシクル
に基質である乳酸を加え、HRP/ABTS による⽐⾊法を⽤いて、その活性を調べたところ、内包さ
れた酵素は活性を失うことなく保持されていることが判明した。次いで、細胞培養環境下におい
ても同様に活性を保持できているか確認するために、CT26 細胞培養環境下で、酵素内包ベシクル
および乳酸を添加し、24時間培養を⾏った。その後、WST-8 assay により細胞⽣存率を算出した。
その結果、24時間後には、細胞の死滅が確認できた。このことから、細胞培養環境下においても
酵素はその活性を保持しており、過酸化⽔素を⽣成することによりがん細胞を死滅したと考えら
れる。この系と並⾏して、⽣体内環境で機能する反応場の有⽤性を評価するために、逆電⼦要請
Diels-Alder 反応性官能基を有する両親媒性⾼分⼦とその対となるプロドラッグを開発し、これら
が緩衝溶液中やがん細胞培養下、さらには⽣体内で IEDDA 反応による分⼦変換に伴う抗がん剤産
出が可能であるか検討を⾏った。その結果、ポリマーが⽔中でミセルを形成し、in vitro, in vivo の
環境でプロドラッグを抗がん剤へと変換できる⽣体直交反応場として機能し、有意に腫瘍の成⻑
を抑制できる事が判明した(Chemical Communications, 2022, In Press)。 
 現在、SLX を提⽰したハイブリッドベシクルの体内動態を把握し、腫瘍集積性の最適化
を図っており、最も優れたハイブリッドベシクルを⽤いて、抗腫瘍効果の評価を実施し、本シス
テムの有⽤性を実証する予定である。 
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