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研究成果の概要（和文）：細胞内環境を認識して薬物を放出するナノトランスポーターの創製を目的として，酸
性かつ還元環境において膨潤する二重刺激応答性ゲル微粒子を設計・合成した。得られたゲル微粒子は，酸性か
つ還元環境において劇的に膨潤した。また，その細胞内動態を観察したところ，ゲル微粒子の細胞毒性は低く，
エンドサイトーシス経路により細胞内に取り込まれることがわかった。さらにゲル微粒子内への抗がん剤やオリ
ゴ核酸の内包プロトコールを確立し，ゲル微粒子からの薬物放出挙動を評価したところ，酸性かつ還元環境下に
おいて薬物の放出が促進されることがわかった。このような二重刺激応答性ゲル微粒子はナノトランスポーター
として有用である。

研究成果の概要（英文）：pH- and reducing environment-responsive gel particles were prepared by 
soap-free emulsion copolymerization of N, N-diethylaminoethyl methacrylate (DEAEMA), poly(ethylene 
glycol) dimethacrylate and cystamine bisacrylamide (CBA). The resulting gel particles were 
colloidally stable and had diameters of approximately 200 nm. Under acidic conditions, the swelling 
ratio of the CBA-DEAEMA gel particles increased drastically in response to glutathione as a reducing
 agent. The drastic swelling of the gel particles under acidic and reducing environment is 
attributed to ionization of DEAEMA and dissociation of disulfide bonds of CBA that act as 
crosslinks. In addition, DiI, hydrophobic fluorescent dye, was successfully loaded into the 
CBA-DEAEMA gel particles. The DiI-loaded gel particles were taken up by L929 cells by endocytosis. 
In addition, the release of doxorubicin from gel particles were successfully increased with acidic 
and reducing environment. 

研究分野： 高分子化学

キーワード： 刺激応答性ゲル微粒子　pH応答性　還元環境応答性　ソープフリー乳化重合　ドラッグデリバリーシス
テム　核酸デリバリー　マイクロRNA干渉
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１．研究開始当初の背景 
	 近年，20～22 塩基のオリゴ核酸である
miRNAは，さまざまな疾患によってその発現
量が変化することから非常に注目を集めてお
り，その発現量の定量や機能の阻害（サイレ
ンシング）は，新たな疾患の診断や治療法と
して期待されている。例えば，ターゲット
miRNAの相補配列を有し，強固に二重鎖形成
するアンチセンスロックド核酸（as-LNA）を
細胞内に導入し，miRNAのサイレンシングに
より疾患を治療する試みが始まっている。し
かし，分子量の低いオリゴ核酸誘導体から形
成される as-LNA は，既存の遺伝子導入試薬
であるカチオン性脂質やカチオン性高分子と
安定に複合体を形成できず，効率的にこれら
を細胞内へ導入することが困難である。そこ
で，簡便に合成でき，オリゴ核酸を安定して
保持可能なナノトランスポーターが求められ
ていた。 
 
２．研究の目的 
	 抗がん剤やオリゴ核酸などの薬物を安定に
保持可能なナノトランスポーターとして，ゲ
ル微粒子に着目した。われわれはこれまでに，
グルコースに応答して膨潤するグルコース応
答性ゲル微粒子の合成に成功している。グル
コース応答性ゲル微粒子は，動的架橋点とし
て糖－レクチン複合体を有し，標的グルコー
スの存在下で糖－レクチン複合体架橋が解離
しゲル微粒子が膨潤する。さらに，グルコー
ス応答性ゲル微粒子は，側鎖に 3 級アミンを
有するジエチルアミノエチルメタクリレート
（DEAEMA）を主モノマーとして構成されて
おり，ソープフリー乳化剤乳化重合により簡
便に合成可能である。そこで本研究では，ナ
ノトランスポーターとして，DEAEMAを主モ
ノマーとしたゲル微粒子に，還元環境に応答
して切断されるジスルフィド結合を動的架橋
点として導入した二重刺激応答性ゲル微粒子
の合成について検討した。また，このゲル微
粒子の二重刺激応答挙動と細胞内動態ならび
に薬物放出挙動について評価した。 
 
３．研究の方法 
(1) 二重刺激応答性ゲル微粒子の合成 
	 モノマーとして pH に応答する三級アミノ
基を有するジエチルアミノエチルメタクリレ
ート（DEAEMA）と還元環境で切断されるジ
スルフィド結合を有する架橋剤の N, N'-シス
タミンビスアクリルアミド（CBA），および架
橋剤かつ分散安定剤のポリ（エチレングリコ

ール）ジメタクリレート（PEGDMA）とを超
純水中で超音波により分散させた。この分散
液にレドックス開始剤である過硫酸アンモニ
ウム（APS）と N, N, N', N'-テトラメチルエチ
レンジアミン（TEMED）とを加え，窒素雰囲
気下，50 °Cで 6時間ソープフリー乳化重合さ
せ，CBA-DEAEMAゲル微粒子を得た。 
 
(2) 二重刺激応答性ゲル微粒子の機能評価 
① 二重刺激応答性ゲル微粒子の応答挙動 
ゲル微粒子を異なる pH の水溶液中に分散さ
せ，さらに還元剤であるグルタチオン（GSH）
を添加し，動的光散乱法（DLS）を用いて粒径
を測定することで，その応答挙動を評価した。 
 
② ゲル微粒子の毒性評価と細胞内動態 
	 マウス線維芽細胞（L929）に CBA-DEAEMA
ゲル微粒子を接触させたのち，L929細胞の細
胞生存率をWST-8アッセイによって評価した。
また，CBA-DEAEMA ゲル微粒子に疎水性蛍
光色素である DiIを内包させ，L929細胞に接
触させた後，L929の細胞核およびリソソーム
をそれぞれ DAPIと LysoTrackerで染色し，共
焦点レーザー顕微鏡観察により， CBA-
DEAEMA ゲル微粒子の細胞内動態を観察し
た。 
 
③ ゲル微粒子の薬物放出挙動 
	 CBA-DEAEMA ゲル微粒子に抗がん剤であ
るドキソルビシンを内包した。さらに，透析
法を用いることで，各緩衝液中におけるゲル
微粒子からの薬物放出を検討した。 
 
④ ゲル微粒子へのオリゴ核酸の内包 
	 CBA-DEAEMA ゲル微粒子分散液を塩酸と
GSHを用いて酸性かつ還元環境にした後，オ
リゴ核酸を加えた。その後，水酸化ナトリウ
ムと過酸化水素を用いて塩基性かつ酸化環境
にしてオリゴ核酸を CBA-DEAEMAゲル微粒
子内に内包した。続いて，透析によりオリゴ
核酸内包ゲル微粒子を精製し，その透析の外
部溶液を SYBRgreenで染色して蛍光スペクト
ルを測定することで，ゲル微粒子へのオリゴ
核酸の内包を評価した。	
	
４．研究成果	
(1) 二重刺激応答性ゲル微粒子の合成 
	 さまざまな CBA 含有率を有するゲル微粒
子のソープフリー乳化重合による合成につい
て検討した。その結果，CBA含有率 0から 25 
mol%の CBA-DEAEMA ゲル微粒子の合成に
成功した。いずれの CBA-DEAEMAゲル微粒
子も水中で安定に分散した。また，動的光散
乱測定により粒径を測定したところ，200 nm
程度の単分散なゲル微粒子が得られたことが
わかった（表表 1）。 
 
(2) 二重刺激応答性ゲル微粒子の応答挙動 
	 図図 2には，さまざまな CBA含有率のゲル微
粒子の pH応用挙動を示した。図より，いずれ

 
図図 1. 二重刺激応答製ゲル微粒子によるナ
ノトランスポーターの模式図 



のゲル微粒子も酸性環境下において膨潤率が
増加することがわかる。また，CBA含有率の
増加に伴って，酸性環境下におけるゲル微粒
子の膨潤が抑制された。これは，CBA含有率
の増加に伴う，ゲル微粒子の架橋密度の増加
によるものと考えられる。 
	 次に，酸性環境下で膨潤が抑制できた CBA
含有率 20 mol%のゲル微粒子を用いて，pHと
還元環境の二重刺激応答挙動について検討し
た（図図 3）。その結果，還元剤であるグルタチ
オン（GSH）を添加しない条件では，酸性環境
下においてゲル微粒子の膨潤が抑制された。
一方，GSHを添加すると，酸性環境下で大き
く膨潤率が増加した。酸性では DEAEMA の
アミノ基のプロトン化による膨潤がジスルフ
ィド架橋により抑制されるが，GSHの添加に
よりジスルフィド架橋が切断されるためにゲ
ル微粒子が顕著に膨潤したと考えられる。以
上の結果から，得られた CBA-DEAEMAゲル
微粒子は，酸性かつ還元環境を認識して大き

く膨潤する二重刺激応答性ゲル微粒子である
ことが明らかになった。 
 
(3) 二重刺激応答性ゲル微粒子の細胞毒性と
細胞内動態 
	 L929 細胞に対する CBA-DEAEMA ゲル微
粒子の細胞毒性をWST-8アッセイにより評価
した（図図 4）。その結果，ネガティブコントロ
ールであるドデシル硫酸ナトリウム（SDS）は
0.1 mg/mL においてほぼすべての細胞が死滅
したのに対して，CBA-DEAEMA ゲル微粒子
は 0.5 mg/mL においても高い細胞生存率を示
し，非常に細胞毒性が低いことがわかった。 

	 細胞膜を染色する疎水性色素である DiI を
CBA-DEAEMA ゲル微粒子に内包し，これを
用いて CBA-DEAEMAゲル微粒子の細胞内動
態を共焦点レーザー顕微鏡により観察した。
DiI単体を L929細胞に接触させたところ，細
胞膜から DiI の蛍光が確認できた。これに対
して，DiI内包ゲル微粒子を L929細胞に接触
させたところ，細胞質全体から DiI の蛍光が
観察され，L929細胞に取り込まれていること
がわかった（図図 5）。 

	 そこで，L929細胞の細胞核とリソソームを
それぞれ DAPI と LysoTracker で染色して，
CBA-DEAEMA ゲル微粒子の細胞内取り込み
機構について検討した。図図 6より，LysoTraker 
と DiI の蛍光が重なった部分が確認できる。
これは，一部の DiI 内包ゲル微粒子がリソソ

表表 1. ソープフリー乳化重合による CBA-
DEAEMAゲル微粒子の合成結果 

CBA含有率
（mol%） 

粒径

（nm） 
多分散度

指数 
0 197 0.058 
10 189 0.015 
20 190 0.001 
25 185 0.056 

 

 

図図 2. CBA-DEAEMA ゲル微粒子の pH 応答挙
動 

 

図図 4. CBA-DEAEMA ゲル微粒子の細胞毒性試
験 

 

図図 3. CBA-DEAEMAゲル微粒子の pH/還元二
重刺激応答挙動 
 

 
図図 5. DiI単体およびDiI内包 CBA-DEAEMAゲ
ル微粒子を接触させた L929細胞の共焦点レー
ザー顕微鏡画像 
 



ーム内に存在しており，DiI内包ゲル微粒子が
エンドサイトーシスによって細胞内に取り込
まれたことを示唆している。さらに，細胞質
内から LysoTraker の蛍光と一致しない DiI の
蛍光も確認できる。これらの結果より，DiI内
包ゲル微粒子は，DEAEMAの 3級アミノ基に
よるプロトンスポンジ効果によってエンドソ
ームから脱出し，細胞質へと移行したと推察
される。 

 
(4) 二重刺激応答性ゲル微粒子の刺激応答性
薬物放出挙動 
	 CBA-DEAEMA ゲル微粒子は細胞毒性が低
く，エンドサイトーシスにより細胞質内に取
り込まれることが明らかになったので，抗が
ん剤であるドキソルビシン（Dox）をモデル薬
物としてゲル微粒子に内包し，その刺激応答
性放出挙動について検討した。図図 7 には Dox
内包 CBA-DEAEMAゲル微粒子のリン酸緩衝
溶液中ならびにジメチルアセトアミド
（DMAc）水溶液中の蛍光スペクトルを示し
た。Dox が難溶であるリン酸緩衝溶液中では
Dox の蛍光がほとんど見られないのに対して，
DMAc 中では Dox の蛍光が確認できた。Dox
は濃度消光することが知られており，PB中で
Dox の蛍光が確認できなかったことから，
CBA-DEAEMAゲル微粒子内部に Doxが内包
されたことがわかった。 

	 図図 8 には各緩衝液中におけるゲル微粒子か
らの Doxの放出挙動を示した。図より，pH 7.4

の中性環境下ではゲル微粒子からの Doxの放
出が抑制されていることがわかる。一方，ジ
チオスレイトール（DTT）の添加と pHの低下
に伴って，ゲル微粒子からの Doxの放出量が
増加した。さらに，CBA-DEAEMA ゲル微粒
子が最も膨潤する条件である酸性かつ還元環
境下の 2 つの刺激を同時に与えた際，最も多
くの Doxを放出した。これは，DEAEMAのプ
ロトン化とジスルフィド結合の切断が起こり，
ゲル微粒子が大きく膨潤するためと考えられ
る。 
	 以上の結果から，CBA-DEAEMA ゲル微粒
子は，ソープフリー乳化重合により非常に簡
便に作製できるだけでなく，疎水性薬物を内
包でき，酸性かつ還元環境下で劇的に膨潤し
て薬物放出することが明らかになった。この
ようなゲル微粒子は，細胞質内で薬物放出可
能な DDSキャリアとして期待できる。 

 
(5) CBA-DEAEMAゲル微粒子へのオリゴ核酸
の導入 
	 CBA-DEAEMA オリゴ核酸を細胞質内に運
搬するナノトランスポーターとしてゲル微粒
子を用いるために，オリゴ核酸のゲル微粒子
への内包について検討した。まず CBA-
DEAEMA ゲル微粒子を酸性かつ還元環境で
膨潤させた後，オリゴ核酸を添加した後，塩
基性かつ酸化環境にすることで，オリゴ核酸
をゲル微粒子内に内包した。図図 9 には，オリ
ゴ核酸を内包したゲル微粒子を透析した際の

 
図図 6. DiI 内包 CBA-DEAEMA ゲル微粒子の細
胞内動態 

 
図図 7. Dox内包 CBA-DEAEMAゲル微粒子の蛍
光スペクトル 

 
図図 8. CBA-DEAEMAゲル微粒子からの Dox放
出挙動 

 
図図 9. オリゴ核酸を内包したゲル微粒子を透析
した際の外部溶液の蛍光スペクトル 



外部溶液にオリゴ核酸の染色剤である
SYBRgreen を添加した際の蛍光スペクトルを
示した。図より，オリゴ核酸に SYBRgreenを
添加した際に見られる蛍光スペクトルが，透
析の外部溶液から確認されなかったことがわ
かる。従って，オリゴ核酸が CBA-DEAEMA
ゲル微粒子内に安定に内包されたことが示唆
された。 
	 以上の結果から，CBA-DEAEMA ゲル微粒
子は疎水性の抗がん剤だけでなく，オリゴ核
酸も安定に保持することができ，miRNAのサ
イレンシングによる疾患の治療に応用可能な
ナノトランスポーターとしての有用性が期待
できる。 
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