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研究成果の概要（和文）：ガン温熱化学療法へ展開しえるナノキャリアの開発を目指し、ポリエチレングリコール(PEG
)とポリ(3-ジメチル(メタクリロイルオキシエチル)アンモニウムプロパンスルホン酸)(SB)によるコポリマーを調製し
た。このポリマーは生理条件下においてもナノスフィアを形成し、細胞毒性をほとんど示さないこと、膜透過が主要と
考えられる経路での細胞内導入能を明らかとした。抗ガン剤であるドキソルビシン(Dox)を化学修飾したポリマーは低
温でも細胞内へ効率よく導入でき、導入効率からDoxの薬効を低下させずに細胞毒性を発揮し、アポトーシスを誘導し
えた。

研究成果の概要（英文）：Copolymers of 3-dimethyl(methacryloyloxyethyl)ammonium propanesulfonate and 
poly(ethylene glycol) methacrylate were prepared to develop cancer thermochemotherapy. Among these 
polymers, the random copolymers formed nanospheres self-assembly in physiological solution conditions. 
Moreover, the random polymers exhibited little cytotoxicity and effective cellular uptake based on 
membrane translocation as the main pathway of internalization. The polymer was effectively internalized 
into cells even after conjugation with doxorubicine, a cancer drug. The conjugated polymer exhibited the 
cell killing activity without reducing the drug efficacy and induced apoptosis of cancer cells.

研究分野：バイオマテリアル

キーワード： ナノキャリア　刺激応答性　スルホベタインポリマー　温熱化学療法
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１．研究開始当初の背景 
	 ガン温熱療法は、生体よりやや高い熱（〜
42℃）を患部一帯に加温することで、低 pH環
境のガン細胞を選択的に死滅させる手法であ
る。正常細胞の免疫能の亢進を期待しえるこ
とに加え、副作用がなく多数回の施療を行う
ことができ、他の治療法との併用も可能であ
る。温熱化学療法は薬剤投与の減量も視野に
いれられるため、副作用の軽減や温度増強な
どによる治療回数の軽減など今後一層期待さ
れる手法となりえよう。温熱療法としてのナ
ノ粒子は、磁性ナノ粒子を用いて発熱体、あ
るいは画像診断に用いる研究が国内外で多く
展開されている。しかし温熱化学療法への中
空ナノ粒子の展開は、リポソームを用いた例
が報告される程度である。これらの背景から、
温熱化学療法に特化したナノキャリアの開発
が、画期的なガン治療につながると想起する
に至った。 
	 その一方で研究代表者は近年、ポリエチレ
ングリコール（PEG）とスルホベタイン（SB）
モノマーの組みあわせからなるポリマーの設
計と水溶液特性の評価を行っている。これら
はいずれも生体適合性に優れたユニットであ
る。加えて SB は純水中で温度上昇に伴い溶
解する上限臨界溶液温度（UCST）を示し、末
端のスルホ基は水の構造を壊す効果を有して
いることが知られている。これらのユニット
からなるコポリマーを調製すると、水中にて
その高分子構造に依存してナノ〜マイクロメ
ートルサイズの粒子が自己組織的に形成され
ることを見いだしている。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、ガン標的指向性を有したUCST
型ポリマーソームを PEG-b-SB ブロックコポ
リマーをベースに調製することで、ガン温熱
化学療法へ展開し得るナノキャリアの開発を
行う。 
	 本研究では、まず化学療法に適応し得るポ
リマーの設計と評価を行う。バッファー条件
下でもナノメートルサイズの中空ナノ粒子構
造を保持ししえる組成比を決定する。その上
で薬物内包、放出特性を確認後、末端修飾に
よるガン細胞への取込み向上を狙う。次にガ
ン細胞培養液にポリマーを添加し、8MHz の
周波数を印加し、今後の展望を得る。 
 
３．研究の方法 
(1) 分子量が比較的揃った SBポリマーを可逆
的付加開裂連鎖移動(RAFT)重合により水−メ
タノール系の共溶媒から調製した。各分子量
の PEGを修飾した連鎖移動剤を用いてブロッ
クコポリマーを、またカルボキシル基を有し
た連鎖移動剤を用いて末端官能基化したラン
ダムコポリマーの調製を行った。 
(2) 得られたポリマーのキャラクタリゼーシ
ョンは、NMR および GPC により組成比、分
子量とその分布を評価した。これらポリマー
の水溶液中での会合体形成について表面張力

測定、動的光散乱測定、あるいはレーザー散
乱測定により評価した。また透過型電子顕微
鏡を用いて調製された粒子の観察を行った。 
(3) ミクロスフィアへ熱(5℃〜70℃)、塩強度
(0〜１M)、電場(10V、0〜100MHｚ)、流動場
(0−10,000s-1)をそれぞれ付加して刺激応答性
を評価した。 
(4) ポリマーと細胞との相互作用は、毒性の評
価、および蛍光分子を修飾したポリマーを用
い取込量のフローサイトメーターによる定量
的評価および共焦点レーザー顕微鏡による細
胞内分布の観察から評価した。 
 
４．研究成果 
(1)PEG-b-SBブロックコポリマー 
	 PEG分子量が 1,000、2,000、5,000の SBと
の各種ブロックコポリマーを合成した。これ
らを水中に分散させると自己組織的にマイク
ロメーターサイズの粒子を形成した。ところ
がこの粒子は当初の予想と異なり、中空状態
はとりえるものの不安定であり、中実の粒子
が安定状態であることが明らかとなった。 

透過型電子顕微鏡観察よりこの粒子は密にパ
ッキングされた多重膜構造を有していた。各
ポリマーの水溶液(10ｍg/mL)を加熱すると上
限臨界共溶温度(UCST)を示し、とくに PEG分
子量が 1,000の場合において SBブロックの重
合度が大きくなるにつれてその UCST も上昇
し、制御しえることを見いだした。この際、ミ
クロ粒子は UCST以上への加熱により 1分以
内に解離すること、また温度を低下させるこ
とで単分散なサブミクロンサイズの粒子を形
成しえることを見いだした。またこの転移温
度を利用することで、ミクロスフィア形成時
に荷電性のオリゴ DNAやタンパク質、ナノ粒
子などを共存させることでその内部に取り込
むことが可能であった。 
	 また塩化ナトリウムをミクロスフィア溶液
中に添加すると濃度に依存して転移温度が低
下すること、また 100 mM を超えるとミクロ
スフィアは解離し、転移温度を示さないこと
を明らかとした。このため、ピリジニウム基
を有した SB(PySB)を導入したブロックコポ
リマーを導入した。このポリマーは高塩濃度
状況下においても自己組織化ナノ−ミクロス 

 
図 1 	 PEG-b-PDMAPS ミクロスフィア
の TEM像 



 

 

 
フィアが形成しえること、またその粒径は
PySB ユニット数ではなく PEG 鎖長に依存し
ていることを明らかとした。しかしその一方
で生理条件下においても UCST は示さず、強
固なスフィアを形成するとともに、高濃度条
件では細胞毒性が発現することを確認したた
め、さらなるポリマー設計の検討が必要であ
る。 
	 一方で PEG-SB は電場と流動場についても
応答し構造変化を誘起しえることを光学顕微
鏡による直接観察から明らかとした。静的条
件下においても接触して解離する挙動は見ら
れるものの、融合がおこるのは希である一方
で、10V、1Hz前後の周波数を印加することで
ミクロスフィア間の接触時に融合が加速度的
に促進されることがわかった。この融合挙動
は SBの重合度、周波数、塩濃度により促進さ
せ得ることを明らかとした。この接触挙動よ
り流動場条件でも融合が起こりうるとの予想 

から、同様に顕微鏡下でのせん断応力を付加
したところ、ミクロスフィア間で融合し流れ
に沿ってアスペクト比が 4,000 以上まで伸張
しえること、せん断力を除去すると分裂し、
サイズの揃ったミクロスフィアを再形成しう
ることを見いだした。これらはすべて水系の

溶液で制御しえることから、マイクロフルイ
ディクス分野における液滴としての応用展開
も考えられる。 
 
(2)P(DMAPS-co-PEGMA)ランダムコポリマー 
	 RAFT 重合により得られたランダムコポリ
マ ー P(DMAPS-ran-PEGMA)は、いずれの分
子量においても生理条件下で 15〜35 nm 程
の比較的粒径のそろった電気的に中性なナノ
粒子を自己組織的に形成し、1 mg/mL 以下の
条件では細胞毒性は認められなかった。この
ポリマー末端にフルオレセインを修飾し
HeLa細胞への導入を試みたところ、血清存在
下においても濃度依存的に細胞内へ取り込ま
れた。ナノスフィアの細胞内分布を共焦点レ
ーザー顕微鏡により観察したところ、細胞質
や核など細胞内に広く分布することが観察さ
れた。 

	 ナノスフィアの細胞内への取り込みは 4 ℃
アッセイや各種エンドサイトーシス阻害剤存
在条件下での細胞取り込み挙動に阻害が起き
ないことから、ポリマーナノ粒子の細胞内取
り込みの主な経路はエンドサイトーシスでは
なく、膜透過である可能性が高いと考えられ
た。フルオレセインの代わりにローダミン B
を修飾したところ、ミトコンドリアへの高い
集積性が確認された。ローダミン類はミトコ
ンドリアへ集積しやすいことが知られるが、
ポリマーに対して 1 分子を修飾するだけでミ
トコンドアへの集積能を付与することに成功
した。さらにドキソルビシンを安定なアミド
結合を介してポリマー末端へ修飾を行って
HeLa細胞に添加した。この結果、ナノスフィ
アは核への集積が誘引されるとともに、核構
造の収縮からアポトーシスの誘引が示唆され
た。このことから、ドキソルビシン由来と考
えられる細胞毒性を発揮することが確認され
た。低分子であるドキソルビシン分子の細胞
内導入効率と比較してその導入効率はおよそ
30％から 50％に低減するものの、この導入効
率を考慮するとドキソルビシン修飾ポリマー
の細胞毒性は未修飾のドキソルビシンとほぼ
同程度であると推察された。さらに試作した

 
図 2	 塩化ナトリウム添加による UCST
の挙動変化 

 
図 3	 電場印加条件下でのミクロスフィア
の融合挙動 

 
図４	 せん断応力除去時のミクロスフィア
への分裂挙動 

 
図 5	 フルオレセイン修飾した P(DMAPS-
co-PEGMA)の細胞内分布 



 

 

誘電加温システムで８MHzの電場を印加した
ところ、約 15％程の毒性向上がみられた。 
	 以上より P(DMAPS-ran-PEGMA)ナノスフ
ィアはガン温熱化学療法に向けた細胞内キャ
リアとして有望であると考えられた。しかし
その一方で、当初に想定したキャリアは、細
胞に取り込まれにくく、がん細胞に過剰発現
している葉酸レセプターを利用して取込選択
性を向上させるというコンセプトであった。
このため、正常細胞にも積極的に取り込まれ
うる本キャリアは、今後もがん治療に適用を
考える上では患部への直接投与や標的細胞ま
でのデリバリーを意識したシステムの構築が
今後必要となろう。 
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