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研究成果の概要（和文）：我々（研究代表者ら）が独自に開発した自己組織化ナノゲル法を

さらに発展させ、高機能性ヒドロゲルバイオマテリアルの開発と医療応用を目指した。具

体的には、細胞内タンパク質デリバリーのための新規刺激応答性ナノゲルキャリアの設計、

開発を行った。また、ナノゲルを集積した複合ナノ微粒子やマイクロ微粒子、多重の刺激

でナノゲルが放出しえるようなナノゲル複合体架橋ヒドロゲルやナノゲルシート膜を設計

し、再生医療、特に骨再生において、開発した新規ナノゲル基盤機能性バイオマテリアル

が有用であることを明らかとした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We first reported new method of preparation of physically cross-linked nanogels by 
self-assembly of hydrophobized polysaccharides. In this project, we develop new 
polysaccharide nanogels by functional associating polymers and bottom-up nanogel 
engineering, in which nanogels are used as building blocks to control the nanostructure of 
macrogels, particles, sheets. Nanogel-based materials with functions of molecular chaperon 
are useful as protein delivery system and as scaffolds in regenerative medicine such as 
bone formation.  
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１．研究開始当初の背景 
 ナノ微粒子とゲルの特性を合わせ持つナ
ノメーターサイズ（特に 100nm 以下）の高
分子ゲル微粒子（ナノゲル）は、特にドラッ

グデリバリーシステムやナノテクノロジー
分野で注目されるようになってきた。一般に
化学架橋ナノゲルは、マイクロエマルション
重合法や高分子分子内での架橋反応により
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合成されてきた。我々は、疎水化多糖の自己
組織化により物理架橋ナノゲルの新規な調
整法（自己組織化ナノゲル法）を開発した。
すなわち、比較的疎水性の高い疎水基（コレ
ステロール基）を部分的に導入した水溶性多
糖類が、希薄水溶液中で自己組織的に会合し、
疎水基の会合領域を架橋点とする単分散な
ナノゲルを形成することを見出した。
（ Macromolecules, 26, 3062, 1993, 
Macromolecules, 30, 857,1997）我々の知る
限り、物理架橋点を有する 50nm 以下のサイ
ズの揃ったナノゲルとしては、世界で初めて
の報告であった。また、ナノゲル濃度を上げ
るとナノゲルが集合したヒドロゲルが形成
することもわかった。（Langmuir, 18, 3780, 
2002）多糖の種類や疎水性基の違いにより、
ナノゲルのサイズや会合特性を制御しえる
ことを明らかにし (Biomacromolecules, 8, 
2366, 2007)、会合性高分子による自己組織化
法は物理架橋ナノゲル調製法として世界的
にも利用されるにいたっている。 
 ナノゲルは、従来のナノ微粒子と比べて、
その内部に様々な物質を取り込める３次元
空間を有している点が大きな特徴である。例
えば、コレステロール置換プルラン(CHP)の
多糖ナノゲルは、タンパク質と選択的に相互
作 用 す る ホ ス ト と し て 機 能 し た 。
(Macromolecules, 27, 7654, 1994, J. Am. 
Chem. Soc., 118, 6110,  1996).これまでに
我々は、ナノゲルのナノキャリアとしての有
用性を実証してきた。ナノゲルは抗癌剤であ
るアドレアマイシン、シスプラチン誘導体、
抗ステロイド薬あるいはペプチドなどの低
分子薬剤からタンパク質も比較的容易に複
合化することも可能で DDS での様々な利用
が可能である。特に、コレステロール置換プ
ルランからなるナノゲルを用いた癌免疫タ
ンパクワクチンは、すでに臨床研究段階に入
っている(Blood, 99, 3717, 2002, Clinical 
Cancer Research, 12, 7397, 2006)。また、ナ
ノゲルをテンプレートとしたアパタイト微
粒子の調製にも成功しており、新規有機—無
機ナノハイブリッドマテリアルとしての利
用 の 可能性 を 示した (Macromol. Rapid 
Commun., 27, 441, 2006)。 
 一方、ポリマーゲルは、薬学・医療分野か
ら分離テクノロジーや化粧品、食品の分野ま
で幅広く利用されている。近年、デンドリマ
ー、微粒子を架橋点とする化学架橋ゲル、抗
体、人工タンパク質モチーフを架橋点とする
物理架橋ゲル、さらに架橋点が移動するトポ
ロジカルゲルなど様々な架橋点を有する新
しいゲルが報告されている。しかし、架橋点
の構造やゲルの網目の構造制御は依然とし
て大きな課題である。特に、ヒドロゲルは
DDS や再生医療における足場材料として広
く用いられている。しかし、例えば、タンパ

ク質の徐放担体として幅広く用いられてい
るが、一般的にはゲル内への取り込みの際に
タンパク質の変性やそれにともなう不可逆
的な凝集や吸着は避けられないなどの課題
も多い。それはヒドロゲルマトリックス内の
タンパク質の取り込みサイト（網目サイズや
架橋サイト）の制御が十分に出来ないことに
起因している。タンパク質の凝集を抑制する
ために、ナノサイズのゲルが有効であること
を我々は提案してきた。天然の分子シャペロ
ンが行っているように、凝集することなくタ
ンパク質１分子を孤立したナノ空間に取り
込み、必要なときに外部刺激により取り出す
システムがナノゲル（人工分子シャペロン）
により実現されている。 (Bioconjugate 
Chem., 10, 321, 1999, FEBS Lett. 553, 271, 
2003 Biomacromolecules. 6, 447,2005) さ
らに、最近、反応性ナノゲルを設計し、ナノ
ゲルを架橋点とするナノゲルの特性を保持
した新規なヒドロゲル（ナノゲル架橋ゲル）
を開発した (Biomacromolecules. 6, 1829, 
2005)。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、我々がこれまでに開発してき
た自己組織化ナノゲル法をさらに発展させ、
高機能性ヒドロゲルバイオマテリアルの開
発と医療応用を目指す。構造制御された新規
刺激応答性ナノゲルの開発およびナノゲル
をビルディングブロックやテンプレートと
して活用し、ナノ構造制御された機能性ヒド
ロゲルの設計法（ナノゲル工学）を確立し、
新規ナノ DDS、新規徐放制御マテリアルや組
織工学等における新規人工細胞外マトリク
スとしての応用展開を図る。具体的には、標
的指向性を有するナノゲルの設計と細胞内
タンパク質デリバリーのための新規刺激応
答性ナノゲルキャリアの設計、開発を行う。
また、ナノゲルを集積した複合ナノ微粒子や
マイクロ微粒子、多重の刺激でナノゲルが放
出しえるような徐放性ナノゲル架橋ヒドロ
ゲルやナノゲルシート膜を設計し、再生医療
での新規機能性徐放バイオマテリアルとし
ての応用を図る。 
 
３．研究の方法 
 まず、新規刺激応答性ナノゲルおよび、高
機能性ヒドロゲルバイオマテリアルのビル
ディングブロックとして最適な新規反応性
ナノゲルの設計および機能評価を進めた。具
体的には、（１）新規多糖を基盤としたナノ
ゲルの開発、（２）酸分解性分子や Schiff 塩
基形成を利用した刺激（環境）応答性ナノゲ
ルの設計と機能評価を行った。次に反応性ナ
ノゲルを設計・機能評価するとともにその反
応性ナノゲルを用いて、（３）マイケル付加
反応を利用したマクロゲルの開発と機能評



 

 

価および再生医療材料としての応用、（４）
ナノゲル架橋微粒子の設計と作成方法の確
立および DDS キャリアへの応用、（５）光重
合法によるナノゲル架橋型マテリアルの設
計と機能評価を行った。さらには、開発した
マテリアルの DDS キャリアや再生医療用材
料としての機能を細胞、動物実験により評価
し、医療応用への足がかりとなる基礎データ
の収集、解析を行った。これらの知見を、新
たなナノゲルおよびナノゲル基盤マテリア
ルの設計にフィードバックすることで目的
に応じた材料開発を進めた。 
 
４．研究成果 
（１）新規機能性ナノゲルの開発:  
 従来のプルラン多糖(CHP)に変えて、分岐
を有するクラスターデキストリンおよび酵
素合成グリコーゲンを主鎖に持つ新規会合
性ナノゲルを開発し、従来の CHP ナノゲルと
比べて、タンパク質の保持能が高く、長期徐
放性にも優れていることを見いだした。新規
タンパク質キャリアとしての利用が期待さ
れる。 
 
（２）酸分解性ナノゲルの設計と機能評価: 
 タンパク質や遺伝子の細胞内デリバリー
システムの効率を向上するために、取り込ま
れたエンドソーム内のｐＨの低下を利用し
た酸分解性のナノゲルキャリアの設計を行
った。酸性ｐＨで、分解しえるビニルエーテ
ルをリンカーとした新規ナノゲルを合成し
た。ナノゲル形成の駆動力である疎水性コレ
ステロール基と主鎖多糖とをつなぐリンカ
ーとしてビニルエーテル基を導入した酸分
解性ナノゲルを合成した。低 pH でタンパク
質を放出しえる新規タンパク質ナノキャリ
アとして機能しえることが明らかになった。 
 
（３）クリック反応を用いた機能性会合性高
分子の設計、ナノゲル形成と機能： 
 クリック反応を用いた新規コレステロー
ル置換多糖を合成する手法を確立し、これま
でと同様のナノゲルを形成することを明ら
かにした。また、スペルミン基を導入した核
酸キャリアーを合成し、従来のナノゲルより
も優れた遺伝子導入キャリアであることが
明らかになった。 
 
（４）ナノゲル架橋ヒドロゲルの開発:  
 アクロイル基を有するナノゲルとチオー
ル基を有する４本鎖ポリエチレングリコー
ル誘導体とのマイケル付加反応により、ナノ
ゲルを架橋点とするヒドロゲルが得られた。
このゲルに BMP2 タンパク質を封入すること
で、骨再生のタンパク質徐放性足場材料とし
て有用であることを動物実験で明らかとし
た。 

 
（５）光重合法を利用したナノゲル架橋マテ
リアルの設計と機能： 
 アクロイル基を有するナノゲルと重合性
基を有する２官能性ポリエチレングリコー
ル誘導体を光重合開始剤により共重合し、新
規ナノゲル架橋ハイブリッドゲルを合成す
ることに成功した。さらにゲルへのタンパク
質の封入と徐放制御が可能であることを明
らかにした。 
 
（６）ナノゲル架橋ナノ微粒子の設計と利
用： 
 ４で述べた反応を希釈条件下で行うこと
で、ナノゲルが集積された〜200nm のラズベ
リー型のナノゲル架橋微粒子を合成する手
法を確立した。PEG 鎖架橋でナノゲルが安定
化され、ナノゲルとの架橋点であるエステル
結合が加水分解することで、ナノゲルが徐々
に放出しえる新しいナノ微粒子である。IL12
を内包したナノゲルから架橋ナノ微粒子が
得られ、マウス皮下注射により IL12 を血中
に長期徐放しえることを明らかにした。 
 
（７）ナノゲル-プロスタグランジン
E1(PGE2)複合体の創傷治癒への応用: 
 CHPナノゲルに創傷治癒を誘起しえる PGE2
を複合体化し、裂傷の患部に塗布することで
創傷治癒効果が格段に向上した。ナノゲルに
より PGE2 の局所徐放が可能になったことに
起因することが明らかになった。 
 
（８）ナノゲル-ペプチド複合体による骨減
少の抑制: 
 CHP ナノゲルに TNF-αと RANKL アンタゴニ
ストペプチドを複合化させ、数回皮下投与す
ることで、低カルシウムによる骨減少を効果
的に抑制しえ、ペプチドキャリアとして有用
であることが明らかになった。 
 
（９）ナノゲル架橋ゲル材料の骨再生材料と
しての利用： 
 ４で報告した、BMP2 を封入した反応性ナノ
ゲルとさらに別のサイトカインである FGFを
反応性ナノゲルに封入した２種類のナノゲ
ルを調整し、それらを混合したダブル架橋ナ
ノゲルを調整したところ、マクロゲルを作成
し得ることを確認した。このゲルによる骨形
成促進効果をマウス頭頂骨モデル系で検討
したところ。BMP のみおよび FGF のみの条件
に比べ、顕著に骨形成を促進し得ることが明
らかとなった。 
 
（１０） ビタミン B6 置換多糖によるタンパ
ク質架橋ナノゲルの設計と機能評価： 
 クリック反応を用い、ビタミン B6 のプル
ランへの導入を検討し、ビタミン B6 置換プ



 

 

ルランの合成法を確立した。得られたビタミ
ン B6 置換プルランとモデルタンパク質であ
るリゾチームとの Schiff 塩基形成を介した
複合化を検討したところ、pH5-8 の条件に置
いて pHが上昇するに従いビタミン B6置換プ
ルランとリゾチームとの結合数が増加する
ことが明らかとなった。この複合体は動的光
散乱測定、電子顕微鏡観察により粒径が
20-30n であることも確認された。このビタミ
ン B6 置換プルランと酵素（炭酸脱水素酵素）
からナノゲルを形成させることで、その酵素
が熱安定化される事が明らかになった。また、
ビタミン B6 置換多糖に細胞親和性基を導入
することで、細胞内タンパク質デリバリーキ
ャリアとして機能しえることを明らかにし
た。 
 
（１１）リポソーム-ナノゲル複合体ヒドロ
ゲルの設計と機能評価： 
 まず、反応性ナノゲルのリポソームへの被
覆条件を検討し、反応性ナノゲルをリポソー
ム表面に被覆できることを明らかとした。こ
の反応性ナノゲル被覆リポソームと、チオー
ル基を有するポリエチレンオキサイド(PEO)
誘導体を反応させたところ、マクロゲルを形
成した。このゲルの構造を透過型電子顕微鏡
で観察したところ、反応性ナノゲル被覆リポ
ソームがその形状を維持していることが明
らかとなった。また、マクロゲルの分解挙動
を検討したところ、ゲルの分解に伴いリポソ
ームが放出されることが確認された。 
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