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研究成果の概要（和文）：がん細胞などの病態細胞は、細胞内の反応活性が高く、正常細胞より熱生成が大きいことが
知られている。さらに、正常組織と比べてがん細胞周辺は弱酸性環境となっていることが知られている。そこで、温度
応答性ポリマーを基本構造とした温度応答性蛍光ポリマープローブとpH応答性蛍光ポリマープローブを開発した。温度
応答性蛍光ポリマープローブは、わずか1℃の差を見分けて、細胞取り込みをコントロールすることが可能であり、pH
応答性蛍光ポリマープローブは弱酸性条件の細胞のみに取り込まれることがわかった。これらの結果より温度やpHとい
った細胞の置かれた特定の環境を認識して選択的にイメージングできる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The discrimination of normal and pathological cells is attractive from a clinical 
viewpoint. Tumor cells might have higher temperatures than normal ones as a result of enhanced metabolic 
activities. In addition, tumorous extracellur pH is slightly lower than that of normal tissue. Therefore, 
We developed poly(N-isopropylacrylamide)-based temperature-responsive fluorescence polymer probe, and 
pH-responsive fluorescence polymer probe. The cellular uptake of temperature-responsive fluorescence 
polymer probe can be controlled within only 1℃. pH-Responsive fluorescence polymer probe exhibited a 
specific intracellular uptake only in weak acidic conditions. The ability for temperature-responsive and 
acidic environment selective intracellular uptake opens up the visualization of selective tumors at the 
cellular level.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 温度応答性高分子　高分子合成　機能性蛍光プローブ　ナノ材料　細胞イメージング　がん細胞
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１．研究開始当初の背景 
蛍光イメージング法は、高感度な分析が可能
であり、特定の生体物質を蛍光物質で標識す
ることによって生体内での生命現象を可視
化する手法として、薬学、医学、生物学とい
った分野の研究に欠かせない手法である。ノ
ーベル賞を受賞した研究として有名な GFP
を代表する蛍光タンパク質を標的分子に発
現させる手法は最も汎用的方法である。しか
し、タンパク質の遺伝子を改変しなければな
らず、タンパク質本来の性質が損なわれてい
る可能性が指摘されている。また、蛍光タン
パク質サイズの問題から、標的物質の性質、
挙動を妨げているというという可能性も指
摘されている。それに対して、低分子型蛍光
プローブは、蛍光タンパク質と比べてサイズ
が格段に小さく、標的生体物質の機能に与え
る影響が小さく、タンパク質のラベル化など
蛍光イメージングにおいて広く用いられて
いる。高分子化学分野においては、外部刺激
に応答して、その構造性質を大きく変化させ
る機能性高分子の合成やその応用研究が盛
んに行われ、再生医療、バイオ分析、DDS
などの分野において実用化が進んでいる。本
研究においては、刺激応答性ポリマーを蛍光
物質で標識することによって、周辺環境に応
答して特定の細胞を蛍光標識できる刺激応
答性蛍光ポリマープローブを開発すること
で、病態細胞を選択的にイメージングするこ
とを可能とする。 
 
２．研究の目的 
日本人の死因の第一位であるがんは、活発な
増殖・転移を繰り返すため、早期発見・早期
治療が必要である。しかし、がん細胞は何ら
かの原因で正常細胞が変異を起こした細胞
であり正常細胞と大きな違いがあるわけで
はなく、わずかに性質が異なるだけであるた
め正常組織の中に紛れ込んだがん組織を見
つけ出すことは困難である。わずかな違いの
例として、がん細胞は、細胞内の反応の活性
が高く、正常細胞より熱生成（発熱）が大き
いことや、正常組織（pH 7.4）と比べて、が
ん細胞周辺（pH 6.8 前後）は弱酸性環境とな
っていることが知られている。そこで本研究
においては、 
(1)ある温度以下では細胞に取り込まれず、あ
る温度以上になった時のみ細胞に取り込ま
れて、蛍光させることが可能な温度応答性蛍
光ポリマープローブ 
(2)正常組織 pH では、細胞に取り込まれず、
がん細胞周辺 pH になった時のみ細胞に取り
込まれて、蛍光させることが可能な pH 応答
性蛍光ポリマープローブ 
の開発を行った。 
 
３．研究の方法 
温度応答性高分子である poly(N-isopropyl- 
acrylamide) (PNIPAAm)は、温度刺激に鋭敏
に反応し、下限臨界溶解温度(lower critical 

solution temperature;LCST)である 32℃を
境に、迅速かつ可逆的に親水/疎水性変化を生
じる。LCST は疎水性モノマーと NIPAAm
を共重合させることによって低温側に、親水
性モノマーと共重合させることによって高
温側にシフトすることが知られており、任意
の温度にコントロールすることが可能であ
る。 
(1) ラ ジ カ ル 重 合 に よ り 、
poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) を
基本構造として、下限臨界溶解温度（LCST）
の異なる温度応答性ポリマーを合成し、活性
エステル化後、ポリマー末端に Fluorescein
を結合し、温度応答性蛍光ポリマープローブ
(PNIPAAm-FL)の合成を行った。疎水性の
butylmethacrylate (BMA) 、 親 水 性 の
N,N-dimethylaminopropylacrylamide (DM- 
APAAm) を コ ポ リ マ ー と し て 用 い た
P(NIPAAm-co-BMA3%)-FL、P(NIPAAm- 
co-DMAPAAm2%)-FL に関しても同様に合
成した（図１）。疎水性モノマーを用いるこ
とで LCST を低温側、親水性モノマーを用い
ることで高温側にシフトさせることができ、
PNIPAAm-FL の LCST は 32.8℃、P(NIPA- 
Am-co-BMA3%)-FLは 27.7℃、P(PNIPAAm- 
co-DMAPAAm2%)-FL は 37.4℃であった。
蛍光ポリマープローブを用いて、培養温度に
よるマクロファージ様細胞（RAW264.7）へ
の取り込み能の違いについて評価した。 
 

図１ 合成した温度応答性蛍光ポリマープロ
ーブの分子構造 
 
(2) 温度に応答して相転移（親水性／疎水性）
する PNIPAAm、poly(N,N-dimethylacryl- 
amide)(PDMAAm)、そして pH 応答性の
sulfamethazine (SMZ)を共重合することで、
pH によって相転移（親水性／疎水性）温度



が変化するポリマーを合成した（図２）。
NIPAAm とより親水性の DMAAm の組成比
を最適化することによって、正常組織の pH 
7.4 では LCST が体温（37℃）よりも高く、
がん細胞周辺の弱酸性 pH では LCST が体温
よりも低くなるような設計とした。このポリ
マーに蛍光色素をラベル化することで pH 応
答性蛍光ポリマープローブとした。 
 

図２ 合成した pH 応答性蛍光ポリマープロ
ーブの分子構造 
 
４．研究成果 
(1)温度による細胞取り込み能を調べるため
に、25, 30, 34, 37, 38℃で温度応答性蛍光ポ
リマープローブを RAW264.7 にインキュベ
ーションし、蛍光顕微鏡により観察した（図
３ ）。 P(NIPAAm-co-BMA3%)-FL,(LCST: 
27.7℃)は 25℃での蛍光がほとんど観察され
ないのに対して、30℃以上の温度では、はっ
きりとした蛍光が観察された。同様に、
PNIPAAm-FL (LCST: 32.8℃), P(NIPAAm- 
co-DMAPAAm2%)-FL (LCST: 37.4 ℃)に関
しても、LCST 以下の温度での蛍光がほとん
ど観察されないのに対して、LCST 以上の温
度では、はっきりとした蛍光が観察された。
これらの結果は、LCST 以上になるとポリマ
ー鎖の疎水性度が増すために、細胞への取り
込みが増大したためと考えられる。特に
P(NIPAAm-co-DMAPAAm2%)-FL に関して
は、37℃では蛍光が見られず、38℃では蛍光
が見られるというようにわずか１℃の差を
見分けて、細胞取り込みをコントロールでき
ることが示唆された。 
  

図３ 異なった温度で温度応答性蛍光ポリマ
ープローブをインキュベーションした
RAW264.7 細胞の蛍光顕微鏡像 

(2)pH による細胞取り込み能を調べるために、
pH 7.4 と pH 6.8 で pH 応答性蛍光ポリマー
プローブをヒト子宮頸癌由来（HeLa）細胞
にインキュベーションし、蛍光顕微鏡により
観察した（図４）。pH 7.4 では、細胞取り込
みは見られず、pH 6.8 では取り込みが見られ
た。この結果は、pH 7.4 ではポリマーが親水
性を示し、細胞膜との相互作用が弱く取り込
まれなかったのに対して、pH 6.8 では、ポリ
マーが疎水性を示し細胞膜との相互作用が
増大したために、細胞への取り込みが促進し
たと考えられる。pH 応答部位である SMZ は、
pKaが 7 前後であり、pH 7.4 では解離型でマ
イナス電荷を持ち、pH 6.8 では非解離型とな
り疎水性度が大きくなったことが考えられ
る。このように適度な pKaを持つ pH 応答部
位を導入することで、任意の pH 変化におい
て、細胞取り込みをコントロールできること
が示唆された。 

 
図４pH 7.4 と pH 6.8 で pH 応答性蛍光ポリ
マープローブをインキュベーションした
HeLa 細胞の蛍光顕微鏡像 
 
これらの結果から、温度および pH 応答性蛍
光ポリマープローブは、温度および pH とい
った細胞が置かれている環境を見分けて細
胞取り込みをコントロールでき、任意の環境
にある細胞のみを選択的に蛍光させること
が可能であることが示唆された。環境応答型
蛍光ポリマープローブによる特定の環境に
置かれた病態細胞の選択的イメージングが
期待される。 
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