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研究成果の概要（和文）：感温性ブロックおよび C60と親和性の高いブロックからなる二重親水

性ブロック共重合体を制御ラジカル重合法で合成した。このポリマーは水に不溶な C60 を水に

可溶化できた。この C60 とポリマーのコンプレックスは体温より少し高い温度でサイズが増加

するので体内に導入した場合、温めることでその周辺に C60 を集積化できる。さらに光照射す

ると C60から DNA を破壊可能な活性酸素を発生した。したがってこのポリマーは光線力学的療

法に利用できると期待される。 
 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ） ： Water-soluble diblock copolymer, 
poly(N-isopropylacrylamide)-block-poly(N-vinyl-2-pyrroridone) (PNIPAMm-b-PNVPn), was found to 
associate with fullerene (C60), and thus C60 can be solubilized in water. The C60/PNIPAMm-b-PNVPn 
micelle formed an aggregate comprising a C60/PNVP hydrophobic core and a thermoresponsive 
PNIPAM shell. The hydrodynamic radius of the C60-bound polymer micelle increased with increasing 
temperature, which was ascribed to the hydrophobic association between dehydrated PNIPAM shells 
above lower critical solution temperature. The generation of singlet oxygen by photosensitization by the 
C60-bound polymer micelle was confirmed from photooxidation of 9,10-anthracenedipropionic acid. 
Furthermore, DNA was found to be cleaved by visible light irradiation in the presence of the C60-bound 
polymer micelle. Therefore, there may be a hope for a pharmaceutical application of the C60-bound 
polymer micelle to cancer photodynamic therapy (PDT). 
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１．研究開始当初の背景 
光線力学的療法（photo dynamic therapy: 

PDT）は主に皮膚、消化器、呼吸器などの各

種悪性腫瘍や加齢黄斑変性症などに用いら
れる。その方法はフォトフィリンなど腫瘍親
和性の高い光増感剤の静脈注射を行い、光増
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感剤が腫瘍に局在化した後に光ファイバー
などを使用して患部に光を照射して光増感
剤から一重項酸素を発生させ、周囲の組織だ
けにダメージを与える。 

しかし現行の PDT における腫瘍組織への
光増感剤の集積は、腫瘍親和性の物質を使用
することで受動的に行われているので、体内
に導入された光増感剤の腫瘍組織への集積
は確実ではない。さらに患者への投薬直後か
ら光増感剤が体内の健常部にも分布するた
め、日光などの光に被曝すると正常細胞が一
重項酸素により障害を受けてしまうので、光
増感剤を短期間に目的部位だけに集積する
技術の開発が望まれる。またフォトフリンよ
りも効率良く一重項酸素を発生できる光増
感剤の使用により PDT の治療効果は大幅に
改善できると考えられる。 

フラーレン（C60）は光照射による一重項酸
素発生の量子収率が 0.96 と非常に高いため、
PDT 用光増感剤としての利用が期待されて
いるが、疎水性が高く全く水に溶けないため
化学修飾による水溶性化合物への誘導体化、
-シクロデキストリンなどの水溶性化合物と
の錯体形成、水溶性のポリ（N-ビニルピロリ
ドン）（PNVP）とのコンプレックス形成など
の方法で水に可溶化する必要がある。 
そこで C60への親和性の高い PNVP と感温

性のポリ（N-イソプロピルアクリルアミド）
（PNIPAM）による二重親水性ジブロック共
重合体を使用することで、C60 を水に可溶化
できると考えられる。PNIPAM は室温で水に
溶解するが、温度を上昇させると、ある温度
で脱水和が起こり水に不溶となる。この温度
は下限臨界溶液温度（LCST）と呼ばれている。
本研究では感温性ジブロック共重合体を用
いて C60の水への可溶化と PDT への応用を試
みるという着想に至った。 
 
２．研究の目的 

C60 は水に不溶である。そこで感温性ジブ
ロック共重合体とコンプレックスを形成さ
せることで水へ可溶化する（Figure 1）。コン
プレックス表面は感温性ポリマーに覆われ
ているため、温度を LCST 以上に上昇すると、
コンプレックス間の会合によりサイズの増
加が起こる。体内にコンプレックスを導入す
ると、体内循環により腫瘍血管から腫瘍組織
に取り込まれる。ハイパーサーミアなどによ
り患部周辺を加温することでコンプレック
スのサイズが増加して腫瘍細胞から排出さ
れにくくなり、C60 を効果的に患部のみに集
積できる。また温度上昇によりコンプレック
スの表面が疎水性になるため、腫瘍細胞内に
取り込まれやすくなると期待される。腫瘍細
胞へ C60 を取り込ませた後、患部に光を照射
することで発生する一重項酸素により、選択
的に腫瘍組織のみにダメージを与えられる。 

 本研究ではまず C60 と感温性ジブロック共
重合体によるコンプレックスの温度応答性
を調べた。ジブロック共重合体の分子量や組
成とコンプレックスのサイズの関係を調べ
て、最適な構造になるようにジブロック共重
合体の分子設計と合成を行った。次に光照射
による一重項酸素発生について調べ、デオキ
シリボ核酸（DNA）に及ぼす影響を調べるこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
親水性の PNVP は生体適合性で C60との親

和性が高いことが知られている。しかしモノ
マーの NVP は非共役であるため通常の制御
ラジカル重合法では重合の制御が困難で、ブ
ロック共重合体を合成できない。そこで本研
究では有機テルル化合物を使用した制御ラ
ジ カル重合 法の TERP （ organotellurium- 
mediated living radical polymerization）で重合
を行うことで Figure 2 に示す感温性の
PNIPAM と PNVP によるジブロック共重合体
を合成した。ポリマーの構造と組成の確認を
赤外および NMR 測定で行った。また GPC で
分子量と分子量分布について調べた。 

 
次に感温性ジブロック共重合体を使用し

て C60 を水に可溶化することを試みた。水へ
の可溶化量は UV-vis 吸収スペクトルで定量
的に評価を行った。 

固形腫瘍では腫瘍血管新生が誘導される
反面リンパシステムが構築されない。腫瘍血
管は未熟な血管内皮細胞から構築されるた
め血管透過性が亢進し、正常な血管において、
通常は漏出しにくい粒径が 100 nm 程度の高
分子物質でも、腫瘍血管では漏出しやすい。

Figure 1. Conceptual illustration of 
micellization of PNIPAM-b-PNVP by 
association with C60 and thermoresponsive 
behavior of C60-bound block copolymer micelle.

Figure 2. (a) Chemical structure of 
thermo-responsive diblock copolymer 
(PNIPAMm-b-PNVPn) used in this study.  



さらに漏出した高分子物質は漏出箇所に停
滞 し や す い 。 こ の よ う な 現 象 は EPR 
（enhanced permeability and retention）効果と
して知られている。そこでジブロック共重合
体の鎖長のコントロールによりコンプレッ
クスの直径が 100 nm 程度になるよう TERP
で分子量を制御した。会合体の大きさを SEM
観察と動的光散乱（DLS）測定で調べた。 
さらに C60 内包感温性コンプレックスへの

光照射による一重項酸素発生量を調べるた
め、水溶性のアントラセン誘導体の ADPA を
用いた退色実験を行った。 

次に C60 内包感温性コンプレックスに光を
照射したときに発生する一重項酸素により
DNA に損傷を与えられるか調べた。プラスミ
ドDNAを使用してC60から発生した一重項酸
素による切断をゲル電気泳動で確認した。 

 
４．研究成果 

TERP による重合で PNIPAM と PNVP の組
成の異なるさまざまな二重親水性ジブロッ
ク共重合体を合成した。得られたポリマーの
組成は NMR で決定した。また GPC 測定から
分子量分布は 1.2 以下のせまい値だったので
構造の制御されたジブロック共重合体を合
成できたと考えられる。 

Figure 3 に室温で調製した C60 を内包した
感温性コンプレックスの SEM 観察の結果を
示す。直径約 140 nm の球状の粒子が観測さ
れた。さらに Figure 4 に DLS から求めた C60

コンプレックスの流体力学的半径（Rh）と散
乱光強度の温度依存性を示す。体温付近の
36 ℃でのRhは約 70 nmで SEMの結果と一致
した。この温度ではコンプレックス間の凝集
は起こっていないが 40 ℃付近から粒径の増
加が観測されたので、コンプレックス間の凝
集が起こりはじめたと考えられる。 

 
水溶性のアントラセン誘導体のADPAは一

重項酸素による酸化を受け、退色して吸光度
が減少する。合成した C60 内包の感温性コン
プレックスを使用したときのADPAの退色実

Figure 3. SEM image of the 
C60/PNIPAM95-b-PNVP240 micelles. The 
scale bar is 3.0 m. 

Figure 4. (a) Plots of hydrodynamic 
radius (Rh) and (b) scattering intensity 
for the C60/PNIPAM95-b-PNVP240 
micelle as a function of temperature in 
water. 

Figure 5. (a) Change in UV-vis absorption 
spectra of ADPA in the presence of the 
C60/PNIPAM95-b-PNVP240 micelle in D2O 
caused by irradiation of visible light (≥ 
420 nm). The irradiation times are 
indicated in the figure. (b) Absorbance of 
ADPA at 400 nm as a function of 
irradiation time in the absence (∆) and in 
the presence of the 
C60/PNIPAM95-b-PNVP240 micelle in D2O 
(○). For the latter, data obtained in H2O in 
place of D2O are also plotted (□). 



験を行った結果を Figure 5 に示す。ADPA の
吸収の無い 420 nm 以上の可視光を照射する
と、照射時間に応じて C60 から発生した一重
項酸素による ADPA の酸化が起こり、吸光度
の減少が観測された。 
 

 
次にC60コンプレックスを用いたDNAの光

による切断能を調べた（Figure 6）。プラスミ
ド DNA は普通 FormⅠ（スーパーコイル型）
の形態をとっているが、一部切断されると
FormⅡ（ニック型）や FormⅢ（リニアー型）
に形態が変化することが知られている。そこ
で C60 コンプレックス及び DNA の共存下で
420 nm 以上の波長の光を照射後、ゲル電気泳
動を行い、DNA の光切断能を評価した。C60

コンプレックス及び、DNA の共存下で光照射
した場合、プラスミド DNA は FormⅠから
Form Ⅱ及びForm ⅢへのDNA切断が観測さ
れた（lane 1）。また比較サンプルの、ポリマ
ーと DNA の共存下で光照射したサンプル
（lane 2）、DNA のみで光照射したサンプル
（lane 3）、C60コンプレックス及び、DNA の
共存下で光照射を行わないサンプル（lane 4）
の場合、ほとんどの DNA が FormⅠの状態の
ままであった。このことから、C60 コンプレ
ックスは 420 nm 以上の光の照射により DNA
を切断できることが確認できた。 

以上の結果から本実験で作製した C60 を内
包する感温性コンプレックスは、体温よりわ
ずかに高い温度で凝集してサイズが大きく
なるので体内で、患部周辺を加温することで、
加温された周囲にコンプレックスが滞留す

ると予想される。さらに光を照射することに
より、DNA を破壊するのに十分な活性酸素を
放出可能であることを確認できた。したがっ
て、今後実用化に向けて展開できると期待さ
れる。 
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