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研究成果の概要（和文）：グルコース刺激に応答分解するナノ薄膜を、あらかじめグルコースオキシダーゼ（GOx）層
を被覆した石英板上にフェニルボロン酸（PBA）を修飾した高分子電解質とポリビニルアルコール（PVA）を交互に積層
することで作製した。PBAとPVAはボロン酸エステル結合、GOxは静電的相互作用により固定化した。このナノ薄膜は生
理条件下において安定であるがグルコース添加により速やかに分解した。これは、GOxの酵素反応によりグルコースか
ら生成するH2O2が薄膜形成の駆動力であるPBAのＣ－Ｂ結合を切断するためである。このグルコースに応答して分解す
るナノ薄膜はインスリンドラックデリバリーシステムに利用可能である。

研究成果の概要（英文）：Glucose-sensitive multilayer thin films were prepared by a layer-by-layer (LbL) 
deposition of phenylboronic acid (PBA)-bearing polyelectrolytes and poly(vinyl alcohol) (PVA) on the 
surface of glucose oxidase (GOx)-modified quartz slide. PBA and PVA layers were connected with each other 
through boronate ester bonds while GOx was immobilized electrostatically interactions. The films were 
stable in wide pH range from 3.0 to 9.0 in the absence of glucose. In contrast, the films decomposed in 
the presence of glucose. The glucose-induced decomposition of the film can be rationalized based on the 
scission of the carbon―boron bond of PBA residues in PBA-polymer chains by hydrogen peroxide (H2O2) 
produced through the GOx-catalyzed oxidation reaction of glucose. The glucose-sensitive multilayer film 
may be useful for constructing insulin delivery systems.

研究分野：医歯薬系
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１．研究開始当初の背景 
 
 国内の糖尿病人口は 1067万人（2011年）
を越えるとされており、効果的な薬物治療は
重要な課題である。現在は治療薬としてイン
スリンが用いられるが、日常的に患者自身で
頻繁に注射剤として投与する必要があり、患
者の QOL を向上させるためにインスリンの
投与方法の改善が強く望まれる。しかし、注
射剤以外のインスリン製剤の実現には、酵素
による分解の抑制や吸収の促進など解決す
べき課題が多く残っている。このような要求
から、皮下留置型製剤としてブドウ糖の濃度
が上昇したときにだけインスリンを放出す
る「人工膵臓」の開発が行われているがいま
だ実用に達していない。 
 このような理由により、これまでグルコー
スに応答する薄膜、微粒子、ゲル、ミクロカ
プセル、などが国内外で検討されてきた。グ
ルコースを特異的に認識する応答素子とし
ては酵素、レクチン、及びフェニルボロン酸
（PBA）などが用いられている。特に低分子
化合物である PBA は安定であり分子デザイ
ンが容易であることから広く研究が行われ
ている。 
 PBA はジオール構造と可逆的に結合する
性質をもつことから、PBAを利用したインス
リンの放出ではグルコースと競合反応を利
用する（図１）。しかし、グルコースと PBA
の親和性は小さく十分な競合反応が進行し
ないために、現状ではある程度のグルコース
応答を示すものの、実用レベルには至ってい
ない。即ち、糖尿病を示す血糖値（～200 
mg/dL）への応答が低く、また生理的 pHで
の応答が不十分なケースも多い。申請者らも、
薄膜、微粒子、カプセル等を担体としたイン
スリンの放出デバイスについて検討し、グル
コースに応答する系も開発してきたが、性能
をさらに向上させる必要がある。 
 
 
 
 
 
 
図１ PBAのグルコース競合反応 

 
 
２．研究の目的 
 本研究では、新たなグルコース応答機構と
してフェニルボロン酸（PBA）が H2O2によ
って酸化分解する反応と酵素反応を組み合
わせることで、グルコースに応答して速やか
にインスリンを放出する交互累積膜を調製
することを目的に研究を行った（図２）。PBA
が H2O2により酸化分解される化学反応は鋭
敏であり生理条件下の水溶液中においても
進行する。一方、酵素は基質特異性および反
応速度に優れた生体触媒であるため、グルコ
ース応答性の大幅な改善が期待できる。また、

この薄膜で微粒子を被覆もしくはナノカプ
セルを作製し、血糖値の上昇に応じて自発的
にインスリンを放出する人工膵臓用材料へ
と発展させる。つまり、薄膜に固定化された
酵素がグルコースを酸化して生成する H2O2

によって PBA が分解しインスリンが放出さ
れる。 
 
 
 
 
 
図２ PBAとH2O2の化学反応 

 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、新しい反応を利用して、グル
コース濃度が 200 mg/dL 程度で自発的にイ
ンスリンを放出するナノ薄膜を検討し、この
薄膜で微粒子およびナノカプセルを作製す
る。ナノ薄膜およびナノカプセルの作製には
交互累積膜法を用い、研究は以下の項目につ
いて行った。 
 
１）H2O2応答によるモデル色素放出 
 はじめに、PBAとH2O2の反応性をモデル
色素を用いて検討した。ジオール構造を含む
交互累積膜を調製し、PBA部位を有する低分
子化合物（モデル色素）を吸着後に、H2O2

添加による放出挙動を調査した。 
 
２）H2O2応答による薄膜分解の検討 
 PBA とジオールとの結合を駆動力して交
互累積膜を調製し H2O2添加による膜の分解
挙動を観察した。膜材料および構造の差異に
よる分解条件の変化を調査した。 
 
３）酵素を加えたナノ薄膜の作製 
 グルコース酸化酵素（GOx）を１）および
２）で検討した累積膜に固定化しグルコース
に対する応答性を調査した。酵素の固定化量
や薄膜中の存在位置などは交互累積膜法を
用いることで容易に調製可能であるのでこ
れらの最適な条件を検討した。 
 
４）インスリン放出ナノカプセルの作製 
 ３）で得られた結果をもとに、インスリン
放出微粒子およびナノカプセルを試作した。
作製したナノ薄膜およびナノカプセルにイ
ンスリンを吸着させ、H2O2 およびグルコー
ス添加による放出挙動を調査した。 
 
 
４．研究成果 
 
１）H2O2応答によるモデル色素放出 
 はじめに、PBAとH2O2の応答性をモデル
色素（3-(Dansylamino)phenylboronic acid、
を用いて調査を行った。ジオール構造を含む



交互累積膜を調製し、PBA部位を有するモデ
ル色素をボロン酸エステル結合を介して吸
着後に、H2O2 添加による放出挙動を調査し
た（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
図３ H2O2添加による DPBAの放出機構 

 
 
 交互累積膜の形成およびモデル色素の吸
着を水晶振動子ミクロバランス法および紫
外可視分光法において確認した。シキミ酸を
化学修飾したポリアリルアミンとポリスチ
レンスルホン酸を用いることで良好なナノ
薄膜を得た。この薄膜を磁性粒子上に被覆し
モデル色素を吸着させることで H2O2応答粒
子とした（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 

図４ DPBAの放出 
 
 
 この微粒子の分散液に H2O2を添加したと
ころ濃度に依存した速やかなモデル色素の
放出がみられた（図４）。また放出した色素
を分析したところ、フェノール誘導体であり
期待した反応機構による放出であることが
示された。また、このナノ薄膜をあらかじグ
ルコースオキシダーゼ（Glucose Oxidase: 
GOx）層を被覆した磁性粒子上に被覆するこ
とで作成した粒子は、中性条件におおいて数
mM のグルコースに対する応答を確認でき
た。こらの結果から、PBAがH2O2により分
解される機構と GOx の酵素反応を組み合あ
わせることで、生理条件下におけるインスリ
ン放出システムが開発できる可能性が示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 微粒子からの DPBAの放出 

 

２）H2O2応答による薄膜分解の検討 
 これまで検討が行われてきた、PBAとジオ
ール化合物の競合作用を利用したグルコー
ス応答薄膜は、中性水溶液において PBA と
グルコースの親和性が小さいためインスリ
ン放出システムに用いるためには十分な膜
分解反応は起こらなかった。そこで、PBAが
H2O2 によりフェノールへと酸化される化学
反応に注目した。この反応は H2O2に対して
中性の水溶液中においても鋭敏に進行する
ため、活性酸素種の検出および薬物送達シス
テムの開発などにも用いられている。はじめ
に、PBAとジオールとのボロン酸エステル結
合を利用して交互累積膜を調製し、この薄膜
が H2O2添加によるボロン酸の酸化反応とそ
れに伴う薄膜の分解が起こるか確認した（図
６）。 
 
 
 
 
 
 
 
図６ H2O2添加によ累積膜の分解 

 
 種々の薄膜材料を検討したところ、PBAが
25%程度修飾されたポリアリルアミンとポリ
ビニルアルコールにおいて非常に安定な累
積膜が調製可能であった。このナノ薄膜を、
0.1 mM 程度の H2O2溶液に浸漬すると速や
かな膜分解反応が認められた。分解溶液の吸
収スペクトルなどの測定から期待したよう
な反応機構により分解していることを確認
した。 
 
 
３）酵素を加えたナノ薄膜の作製 
 先に検討した H2O2応答薄膜にグルコース
オキシダーゼ（Glucose Oxidase: GOx）の酵
素反応を組み合わせたグルコース応答機構
を検討した。図７に示すように、GOxの酵素
反応によりグルコースから生成された H2O2

が累積膜形成の駆動力であるボロン酸エス
テル結合を開裂することにより膜が分解す
ることを期待した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ グルコースによるナノ薄膜の分解機構 
 
 
 あらかじめ GOx 層を被覆した石英基板上



に、２）で検討した薄膜を被覆することでグ
ルコース応答薄膜とした。この薄膜は pH変
化やイオン強度、競合物質である糖類に対し
て安定であるが、0.1 mM程度のグルコース
に対して鋭敏な分解応答を示した。図８に
GOxを含むH2O2応答薄膜の作成過程、およ
び pH 7.4 緩衝溶液中でのグルコース添加時
の水晶振動子ミクロバランス法測定結果を
示す。共振周波数変化（ΔF）の減少は基板
上への物質の吸着、増加は基板からの剥離を
表す。初め、GOxの添加によってΔFの減少
がみられ水晶振動子上への GOx の層の形成
が確認できる。その後の PBA 修飾ポリアリ
ルアミンとポリビニルアルコールの積層操
作でも同様にΔF の減少し GOx を含む交互
累積膜（ナノ薄膜）が調製できていることが
確認できた。ここに 0.1 mMのグルコースを
添加するとΔF の上昇がみられ、1 mMグル
コースではΔFの急激な増加がみられ、グル
コースの添加による膜の分解応答が確認で
きた。GOx層と次の PBA-PAH層は静電的相
互作用により結合しているため H2O2により
崩壊しないことを考慮すると PBA とジオー
ルのエステル結合を駆動力としているナノ
薄膜は完全に分解していると見積もられる。
同様に AFM 観察からも生理条件下における
グルコースに対する膜の分解挙動を確認す
ることができた。このナノ薄膜の膜厚はおよ
そ 42 nm程度であるが、グルコース処理によ
り 4 nmまで減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ グルコース応答薄膜の作成過程、およ
び pH 7.4 緩衝溶液中でのグルコース添加時
の振動数変化 
 
 
４）インスリン放出ナノカプセルの作製 
 これまで作製したグルコース応答ナノ薄
膜を、製膜後にインスリン溶液に浸漬するこ
とで吸着させインスリン放出薄膜を作製し
た。このナノ薄膜のグルコース刺激における
インスリン放出を検討した（図９）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図９ ナノ薄膜へのインスリン吸着と放出 
 
 

 正 電 荷 を 有 す る 高 分 子 電 解 質
（ polyallylamine, PAH お よ び
polyethylenimine, PEI）より作成したナノ薄
膜へのインスリンの吸着がみられた。一方、
負電荷を有するポリアクリル酸(polyacrylic 
acid, PAA)などを用いて作製したナノ薄膜に
は吸着しなかった。つまり、インスリンはナ
ノ薄膜へ静電的引力により吸着していると
考えられる。また、吸着したインスリン量に
より膜応答性が減弱することが確認できた。
これはナノ薄膜の構成成分である PAH とイ
ンスリンの静電的相互作用の影響である、こ
れらのことから膜材料を適切に選択するこ
とにりインスリン量や膜応答性をコントロ
ールできる可能性が示唆された。 
 インスリン吸着および放出挙動を示した
交互累積膜を炭酸カルシウム粒子に被覆し
その後、EDTA処理を行うことでカプセルを
作製することを試みた。しかし、調製操作中
に粒子が凝集してしまいカプセルの作製が
困難であった。これは、PVA層を微粒子上へ
被覆時に粒子の電荷がなくなるため粒子同
士が結合しやすくなるからである。そこで、
カプセル作製には粒子間の電荷の反発が必
要であると考え、これまで得られた知見をも
とに適当な高分子電解質を選定し、PBAとジ
オール化合物をそれぞれ化学修飾したもの
を合成しカプセル材料として作製した。その
結果、インスリンを内部に封入したカプセル
を調製することに成功した（図１０）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１０ 試作したカプセルの蛍光顕微鏡画像 
 
 PBAがH2O2によってフェノールに酸化分
解される反応とグルコースオキシダーゼの
酵素反応を組み合わせることによって、生理
条件下において数ミリモル程度のグルコー
ス刺激によりインスリンを放出するナノ薄
膜の開発に成功した。また、これらの薄膜を
炭酸カルシウム粒子に被覆し、その後、粒子
を溶解することでカプセルを作製した。しか
し、糖尿病治療に用いるインスリン放出シス
テムの構築のために応答性の向上や最適化
をする必要がある。 
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