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研究成果の概要（和文）：制がん剤キャリアとして多用されるコア-シェル型ナノ粒子において、シェル分子の
化学構造はその体内動態制御を司る。これに関し、既存のシェルの機能は正常臓器との相互作用抑制に限定され
ていた。そこで本研究では、がん組織内酸性pHに応答してがん細胞取り込み効率を向上するようにシェル分子の
化学構造を設計した。結果として、制がん剤としてsiRNAを用いることで、がん組織内酸性pHにおける細胞取り
込み促進および薬理効果増大を達成した。

研究成果の概要（英文）：The chemical structure of the shell molecule in core-shell type nanoparticle
 is important for regulating biodistribution of the nanoparticle. In this regard, the functionality 
of the conventional shell molecule is often restricted to stealth ability. Thus, in this study, a 
new type of shell molecule that facilitates cellular uptake of the nanoparticle in tumorous acidic 
condition was developed. Consequently, the nanoparticle loading siRNA as an anticancer reagent 
achieved enhanced cellular uptake efficacy in response to tumorous acidic condition, followed by the
 potent medicinal effect.

研究分野： 生体高分子、バイオマテリアル
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１．研究開始当初の背景 
 ナノ粒子型の制がん剤（低分子薬物や核酸
分子）キャリアは制がん剤を担持するコアと
体内動態を制御するシェルとから形成され
る。ここで、シェル分子（代表的にはポリエ
チレングリコール（PEG））は、コアと正常
組織との相互作用を抑制する（ステルス性）
ことで薬物の血中滞留性延長を可能とし、サ
イズに由来する腫瘍組織への浸透性と相ま
って腫瘍組織への集積を可能としている。し
かし、がん組織においてはステルス性ががん
細胞への取り込み阻害に働くため、効率的な
がん治療にはがん組織でのナノ粒子の細胞
取り込み効率を向上させる必要がある。 
２．研究の目的 
 がん組織内環境に応答して化学構造を変
化させ、細胞取り込みを促進するようなシェ
ル構造を開発する。得られたシェル分子は正
常組織ではステルス性を発揮するため、がん
細胞選択的な制がん剤取り込み効率向上を
実現する。これに関し、申請者はがん組織に
おける特異的な酸性 pH に着目した。がん組
織は嫌気性代謝の亢進により乳酸等の酸性
代謝物が組織内に多く存在し、結果として
pH が〜6.5 まで低下している。そこで、正常
組織における pH7.4 では応答しないが、
pH~6.5 で応答するようにシェル分子の化学
構造を設計することで、目的を達成する。 
３．研究の方法 
本研究の目的は、ナノ粒子の腫瘍組織にお

ける細胞取り込みを促進するシェル分子の
開発である。本研究は大きく(1)高分子の合
成、(2)ナノ粒子へのコーティングおよび pH
応答評価、(3)新規シェル分子で被覆された
ナノ粒子の生物学的評価、で構成される。(1)、
(2)において、血液中及び正常組織内・腫瘍
組織内 pH に応答したステルス性等を有して
おり、なおかつ、生体適合性に優れる高分子
の化学構造を選出する。さらに、選出された
高分子にてコーティングされたナノ粒子の
細胞取り込みを(3)にて評価する。 
まず、制がん効果を有する薬物として

siRNA（small interfering RNA）を選択し、
それを内包するナノ粒子の表面をシェル分
子にて被覆することにした。ここで、pH応答
性を有する化学構造としてマレイン酸アミ
ド誘導体の応用を着想した。マレイン酸アミ
ド誘導体は正常組織におけるpH7.4では比較
的安定だが、酸性 pH においては加水分解を
介してアミノ基を露出する。つまり、がん組
織に相当するような酸性環境においてはア
ミノ基を露出することでカチオン性となり、
アニオン性の細胞膜との静電的な相互作用
を介して取り込み促進が期待される。 
４．研究成果 
(1)シェル分子の合成 

ポリアスパラギン酸側鎖にエチレンジア
ミン構造を有する PAsp(DET)に対し、マレイ
ン酸アミドの誘導体及びシクロオクチン基
を導入した PAsp(DET-CDM/DBCO)を合成した

（図１）。NCA 法によりポリアスパラギン酸の
ベンジル保護体を合成し、アミノリシス反応
にてエチレンジアミン構造を導入した。続け
て、DBCO-NHS 及びマレイン酸無水物誘導体と
の反応により目的物を得た。重合度 110 のポ
リアスパラギン酸に対し、約 5 個の DBCO 基
が側鎖に導入されたことが 1H NMRにて確認さ
れた。 

(2)ナノ粒子の調製及びその物理化学的評価 
末端にアジド基を有するPEGとポリカチオ

ンとのブロック共重合体を調製し、アニオン
性を有する核酸であるsiRNAを内包する粒子
を調製した。得られた粒子は表面にアジド基
が露出した構造を有することが期待される。
得られた粒子と PAsp(DET-CDM/DBCO)とを水
中にて混合することで（クリック反応）結合
し、目的物であるシェル分子でコーティング
されたナノ粒子を調製した（図２）。 

 
得られたナノ粒子を動的光散乱法にて解

析すると、およそ 40nm の流体力学的直径を
有していた。また、ζ電位を測定すると、
PAsp(DET-CDM/DBCO)コーティング前後にお

(図 1 PAsp(DET-CDM/DBCO)の合成スキーム) 

（図 2 ナノ粒子の調製スキーム） 



いて+4mV から-3mV に変化したことから、シ
ェル分子での被覆の成功を確認した。このこ
とは、アジド基を表面に有する粒子に対して
はシクロオクチン基を有する高分子にて簡
便に表面修飾可能であることを示している。
さらに、マレイン酸アミド誘導体の応答性を
確認するために酸性 pH（6.7 及び 5.0）にて
ナノ粒子を処理したところ、ζ電位の上昇が
確認された。このことから、がん組織内のよ
うな酸性環境においてはナノ粒子最外殻の
シェルが応答し、マレイン酸アミド誘導体の
加水分解を介してアミノ基の露出及びカチ
オン性への変化することが示唆される。また、
シェル分子を血清存在下にて処理してもそ
の流体力学的直径に変化がなかったことか
ら、たんぱく質の吸着等もなく、良好なステ
ルス性を示すことが明らかとなっている。 
(3)ナノ粒子の生物学的評価 

シェルでコーティングされたナノ粒子に
関し、培養がん細胞を用いて酸性 pH 依存的
な細胞取り込みを評価した。がん組織内環境
に相当するpH6.7にて細胞取り込み試験を行
った結果、正常組織に相当する pH7.4 に比べ
て有意に多くのsiRNAを細胞内に送達できた。
一方で、 pH 応答性を有さないシェル
（PAsp(DET-Suc/DBCO)）にてコーティングし
たナノ粒子に関しては、pHに応答した細胞取
り込み量の変化は見られなかった。このこと
から、マレイン酸アミド誘導体をシェルとし
て応用することで、がん組織に相当するよう
な酸性 pH 選択的に細胞取り込みを向上する
ナノ粒子の調製が可能であることが明らか
となった。さらに、siRNA として polo-like 
kinase 1（PLK1）を標的とするものを用いて
遺伝子発現抑制試験を行った。PLK1 の遺伝子
発現抑制は細胞分裂の阻害を介してがん細
胞を殺傷することが出来るため、制がん剤と
しての応用が期待されている。結果として、
PAsp(DET-CDM/DBCO)にてコーティングした
ナノ粒子は酸性pH6.7においてより強力な遺
伝子発現抑制を誘導可能であった。 
(4)考察 

本研究を介して、がん組織内環境選択的に
カチオン性へと変化するシェルを設計する
ことで、がん細胞への効率的な取り込みを誘
導可能であることが明らかとなった。また、
正常組織との pH の差異は小さいため（正常
組織内 pHは 7.4 でがん組織内 pH は 6.7）、こ
の差異を鋭敏に認識する化学構造が重要で
あるが、マレイン酸アミド誘導体の有用性が
ここで実証され、かつ、そのナノ粒子へのコ
ーティング技術の確立にも成功した。 

ナノ粒子のシェルとしてPEGの有用性が見
出されて 20 年以上が経過するが、いまだに
その体内動態制御能を超越するシェル分子
は見出されておらず、新規材料の開発が要求
されている。これに関し、今回開発したシェ
ル分子はステルス性のみでなくがん細胞へ
の取り込み能という機能を付与したもので
あり、ステルス性に特化した PEG とは異なる

分子設計概念となっている。がん細胞への取
り込み能促進だけでなく、たんぱく質の吸着
等も認められなかったことから良好なステ
ルス性をも兼備していると期待される本素
材の設計指針は、今後の制がん剤およびその
キャリア開発において大きな影響を与える
と予想される。 
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