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研究成果の概要（和文）：本研究では、温度変化に伴い表面物性と形状を変化させうる温度応答性コアーコロナ
型微粒子を調製し、温度変化に伴う微粒子の表面物性と形状がマクロファージへの取り込みに与える影響を明ら
かにすることを目的に研究を行なった。種々微粒子の細胞内取り込みを比較したところ、表面が比較的疎水性に
なるとマクロファージへの取り込みは増大する傾向にあることが明らかになった。さらに、微粒子の形状は細胞
内取り込みに大きな影響を与え、ロッド形状よりも球状微粒子で疎水性微粒子の取り込みが増大することが明ら
かになった。

研究成果の概要（英文）：The objective of this research was to elucidate the effects of surface 
property and shape of thermoresponsive core-corona type nanoparticles on phagocytosis by 
macrophages. Hydrophobic particles showed larger phagocytosis than hydrophilic particles regardless 
of the particle shapes. However, particle shape showed greater influence on phagocytosis, spherical 
particles were phogocytized than rod-shaped particles regardless of surface properties of particles 
and hydrophobic and spherical particles showed largest  phagocytosis. Such findings would be 
utilized to selective internalization of DDS carriers by changing shape and surface property by sole
 temperature changes.

研究分野：バイオマテリアル

キーワード： 感温性微粒子　表面物性　形状　貪食
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研究成果の学術的意義や社会的意義
診断や薬物キャリアとしての微粒子は数多く研究されているが、微粒子の表面物性と形状が細胞への取り込みに
与える影響について、疎水性粒子を用いた研究が展開されつつある。一方、刺激に応答して微粒子の形状や表面
物性を制御し細胞への取り込みを制御する研究はない。本研究の成果は、微粒子の形状と表面物性が細胞への取
り込みに与える影響を明らかにした点で、新規な診断・薬物治療目的のキャリアを設計する上で重要な知見とな
ると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高分子からなる微粒子は、医療分野において、診断薬やドラッグデリバリーシステム（DDS）
の担体として治療に適用されるなど、きわめて幅広い分野での応用がこれまでに研究されてき
ており、工業的に重要な材料の一つとなっている。一方、多くの微粒子は比較的単一の材料か
ら調製されている。例えば、DDSの担体として用いられる高分子ミセルなどは、疎水性[1]、ま
たは高分子電解質複合体[2]をコアに、コロナ層に親水性で生体適合性の高いポリ（エチレング
リコール）（PEG）を有するコア−コロナ型微粒子に相当する形状を有する。同様に、微粒子調
製時に高分子末端にビニル基を有するマクロモノマーを用いて分散重合を行うと、コア–コロナ
型微粒子を調製しうる[3-5]。このとき、マクロモノマーに刺激応答性高分子を用いると、種々
の物理刺激、化学刺激に応答して微粒子表面の物性を変化させる刺激応答性コア–コロナ型高分
子微粒子を調製できる。最近になって、微粒子の形状を変化させ、その形状の違いによって種々
特性が変化することが報告されてきた。生体内に侵入した細菌やウイルスなどの粒状物質を処
理する免疫の一次応答を担当するのはマクロファージや樹状細胞である。薬物キャリアやイメ
ージング剤として用いられる微粒子についても、マクロファージや樹状細胞が取り込みを行う
ことが知られている。Hirota らは微粒子の粒径がマクロファージへの取り込みに大きく影響す
ることを報告した[6]。さらに粒径 6  m のポリスチレンのマクロファージへの取り込みが最
大になったことを報告している[7]。Mitragotriら[8]も同様の報告をした。さらに最近、Mitragotri
らのグループでは、高分子の球状微粒子からロッド状微粒子を得る方法と、そのマクロファー
ジへの取り込み挙動の解析から[9-12]、微粒子のマクロファージへの取り込みを利用した医療用
途への応用について、精力的に研究を発表している。ロッド状微粒子では短軸側から細胞に接
近した場合には貪食が起こるものの、長軸側から細胞に接近した場合には細胞内への貪食が抑
制されることを報告した。扁平ディスクや土星様形状の微粒子においても貪食は抑制されるこ
とが明らかになった。上述した微粒子はポリスチレンや PLGAなどからなり、ガラス転移温度
が比較的高いために、形状を変更した後は細胞と接触する生理的環境（pH 7.4, 37°C, I=0.15）で
は変化しない材料であった。一方、刺激に応答して形状を変化させることができれば、微粒子
の機能制御を実現しうるため、興味深い。そこで、本研究では、温度変化で形状と表面物性を
同時に制御可能な感温性微粒子を設計することを検討した[19, 20]。一方、体温近傍では微粒子
表面は疎水性で、かつ形状もロッド状から球状に変化してしまうため、生理活性温度 37℃で表
面物性、形状を制御しうる微粒子の設計と、細胞との相互作用を明らかにすることで、マクロ
ファージによる微粒子貪食に与える微粒子の表面特性と形状の影響を明らかにすることができ
ると考えた。本研究では、鎖長制御された PNIPAAm誘導体からなるマクロモノマーの合成と、
マクロモノマー法を利用したコアのガラス転移温度を制御した微粒子の調製を行い、本微粒子
の、温度変化に伴う微粒子表面物性と形状がマクロファージへの取り込みに与える影響を明ら
かにすることを目的に研究を行った。 
２．研究の目的 
本研究では、コロナ鎖の下限臨界溶液温度（LCST）を生体温度近傍で制御するため、NIPAAm
と親水性の N,N-dimethylacrylamide (DMAAm)を ATRP法によって共重合させ，末端変換法によ
り P(NIPAAm-co-DMAAm) (PID)マクロモノマーを合成した。このマクロモノマーを用いて，コ
アの Tg値を変化させるために、n-propyl methacrylate (PMA)と methyl methacrylate (MMA)との共
重合を行い、コアの Tg を種々変化させた温度応答性コア-コロナ型微粒子をマクロモノマー法
によって調製した。これら、微粒子の表面物性と形状の違いで細胞との取り込みにどのように
影響を与えるか解析した。 
３．研究の方法 
本研究では NIPAAm と親水性である N,N-dimethylacrylamide (DMAAm)の共重合体

P(NIPAAm-co-DMAAm) (PID)を微粒子のコロナ層に用いた。この PID の LCST は NIPAAm と
DMAAmの仕込み比によって容易に制御でき，仕込み比を変化させることで細胞培養温度前後
の LCSTが得られ，表面が親水性あるいは疎水性になりうる微粒子が得られると考えられる。
また，微粒子のコアには n-propyl methacrylate (PMA)とMMAとの共重合体 P(PMA-co-MMA)を
用いた。PPMAの Tgは 33 oC [21]であるが，105 oCの Tgをもつ PMMA [21]と共重合させること
で，細胞培養温度前後の Tgが得られ，微粒子の形態が温度によってコントロールできると考え
た。そこで、コアとコロナ双方に温度応答性機能を付与した温度応答性コア-コロナ型微粒子を
調製し，その物性解析を行った。 
調製した種々微粒子を Tg以上の温度で一軸延伸し，P(PMA-co-MMA)-g-PIDロッド状微粒子を
調製した。そして，温度変化にともなう微粒子の表面物性や形状変化が細胞取り込みに与える
影響を解析した。 
４．研究成果 
種々LCST 値を有する PID マクロモノマーを用いて温度応答性コア-コロナ型微粒子を調製し
た。調製した P(PMA-co-MMA)-g-PID微粒子の SEM 観察から、球状微粒子の調製を確認した。
Table 1に調製した微粒子の物性を示した。 
 

 



Table 1 Characterization of P(PMA-co-MMA)-g-PID nanoparticles. 

 

a) Determined by 1H-NMR in CDCl3. b) Determined by transmittance changes at 500 nm. Solvent: PBS 
(pH = 7.4, I = 0.15); Heating rate: 1 oC/min. Polymer conc. 0.5 w/v %. c) Determined by DSC 
(temperature range of -20 to 70 oC at a heating rate of 5 oC/min). d) Determined by SEM (n = 30, mean 
± SD). e) Determined by GPC (PEG standard). 
 Table 1より，コア成分のPMAとMMAの仕込み比を変化させることで組成比も制御できた。
また，DSC測定から算出した微粒子の Tg値は、MMA含量の増加とともに高くなる傾向を示し
た。得られた粒子の粒径は比較的単分散であった。 
 以上で調製した種々微粒子を Tg以上の温度で一軸延伸し，P(PMA-co-MMA)-g-PID ロッド状
微粒子を調製した。そして，温度変化にともなう微粒子の表面物性や形状変化が細胞取り込み
に与える影響を調べ、その結果を Figure 1に示した。 
 

 
Figure 1 Phagocytosis amounts of particles by macrophages (Mouse RAW264.7 Mcells) after 24 h 
incubation. Macrophages were seeded at 1.2 × 103 cells/cm2. Data are presented as the mean ± SD (n = 3). 
 
 まず，表面物性の違いにともなう微粒子の細胞取り込みを比較すると，微粒子の形状によら
ず，微粒子表面が親水性(37°C < LCST)の場合，微粒子は細胞内への取り込みが抑制され，微粒
子の表面が疎水性(37°C > LCST)の場合，細胞内への取り込みは多くなった。また，微粒子の表
面が親水性から疎水性へ変化する境界にある(37oC ≒ LCST)微粒子の場合は，細胞内への取り込
み量は中間的な値を示した。一方，形状の違いにともなう微粒子の細胞取り込みを比較すると，
表面物性によらず球状微粒子のほうがロッド状微粒子よりもマクロファージへの取り込みが増
大することが明らかになった。これは，マクロファージがロッド状微粒子と接触する角度 Ωの
大きさによりマクロファージとの接触面が変化するため，取り込みが変化すると考えられる 
[10]。Ω < 45 oの場合，アクチン繊維の伸長が起こり取り込みを促進するが，Ω > 45 oの場合，
アクチン繊維の伸長が十分に起こらず細胞内への取り込みを抑制する。これにより，ロッド状
微粒子は表面物性によらず取り込みが抑制されるものと考えられた。以上より，表面物性と形
状を，温度変化で制御可能な感温性微粒子を調製できた。本研究で調製した微粒子の表面物性
と形状の制御を通じ，マクロファージへの取り込み量を抑制・促進しうることから，これらの
微粒子は薬物治療や細胞治療を実現しうる新規微粒子材料として期待できる。 
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