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研究成果の概要（和文）：過酸化水素に応答して分化するナノ薄膜を、ボロン酸エステル結合に基づいて調製し
た。これらの薄膜は、生理条件下の水溶液中で調製することが可能であり、薄膜中のボロン酸エステル結合は
H2O2の酸化反応によって開裂されるため容易に分解した。さらに、グルコースオキシダーゼはグルコースの酸化
を触媒してH2O2を生成するので、この酵素を組み込んだ薄膜はグルコースの存在下で分解した。炭酸カルシウム
微粒子の表面を、この薄膜で被覆しインスリンを吸着させた。これらの粒子は上記のメカニズムにより生理的条
件下で10mMグルコース添加によってインスリンを放出された。

研究成果の概要（英文）：Hydrogen peroxide (H2O2)-sensitive layer-by-layer films were prepared based 
on combining phenyl boronic acid (PBA)-modified polymers with diol-modified polymers through 
boronate ester bonds. These multilayer films could be prepared in aqueous solutions at pH 7.4 in the
 presence of 150 mM NaCl. These films readily decomposed in the presence of H2O2 because the 
boronate ester bonds were cleaved by an oxidation reaction. In addition, multilayer films combined 
with glucose oxidase (GOx) were decomposed in the presence of glucose because GOx catalyzes the 
oxidation of D-glucose to generate H2O2. The surfaces of CaCO3 microparticles were coated with this 
multilayer films that absorbed insulin. These particles released up to insulin in the presence 10 mM
 glucose under physiological conditions by the above mechanism.

研究分野：高分子化学

キーワード： 機能性薄膜　機能性高分子　フェニルボロン酸　過酸化水素　インスリン　ドラックデリバリーシステ
ム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インスリン放出システムの設計は現時点での最先端の課題であり、世界中の研究者が競っている。これまで、フ
ェニルボロン酸を用いたものが有用であるとされていたがグルコースとの競合反応では十分な応答性が得られな
かった。対して、本申請の先行研究では、酵素反応により生成されるH2O2とPBAの反応を利用したものであり、
グルコースに対して鋭敏に反応することが示された。本研究により作製されるインスリン含有ナノカプセルが臨
床的に期待される性能を達成できるならば皮下留置型製剤として非侵襲的な人工膵臓システムが実現され、患者
のQOLが向上する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 国内の糖尿病人口は 1000 万人を越えるとされており、効果的な薬物治療は重要な課題であ
る。現在は治療薬としてインスリンが用いられるが、日常的に患者自身で頻繁に注射剤として
投与する必要があり、患者の QOL を向上させるためにインスリンの投与方法の改善が強く望
まれている。しかし、注射剤以外のインスリン製剤の実現には、酵素による分解の抑制や吸収
の促進など解決すべき課題が多く残っている。このような要求から、皮下留置型製剤としてブ
ドウ糖の濃度が上昇したときにだけインスリンを放出する「人工膵臓」の開発が行われている
がいまだ実用に達していない。 
 このような理由により、これまでグルコースに応答する薄膜、微粒子、ゲル、ミクロカプセ
ル、などが国内外で検討されてきた。グルコースを特異的に認識する応答素子としては酵素、
レクチン、およびフェニルボロン酸（PBA）などが用いられている。特に低分子化合物である
PBA は安定であり分子デザインが容易であることから広く研究が行われている。PBA はジオ
ール構造と可逆的に結合する性質をもつことから、PBAを利用したインスリンの放出システム
ではグルコースと競合反応を利用している（図１左）。しかし、生理条件下においてグルコース
と PBA の親和性は小さく十分な競合反応が進行しないために、現状ではある程度のグルコー
ス応答を示すものの実用レベルには至っていない。申請者らも、薄膜、微粒子、カプセル等を
担体としたインスリンの放出デバイスについて検討し、グルコースに応答する系も開発してき
たが、性能をさらに向上させる必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ PBAとグルコースの競合反応と H2O2の化学反応 
 
 
２．研究の目的 
 
 申請者はこれまで PBAが過酸化水素（H2O2）によって酸化分解される反応に着目した新規
のインスリン放出システムの開発を目的に研究を行ってきた（図１右）。この反応は生理条件下
で速やかに進行し低濃度の H2O2に対しても鋭敏に応答する。また、酵素反応と組み合わせる
ことで生理条件下において糖尿病を示す血糖値（～200 mg/dL）に対して特異的に分解するナ
ノ薄膜の開発に成功している（図２）。これは従来報告されているグルコース応答薄膜に比べて
はるかに高性能であった。そこで、この研究では、この薄膜によりナノカプセルを作製し、イ
ンスリンドラックデリバリーシステムに適用すること、および医療用デバイスと組み合わせた
人工膵臓用材料へと発展させることを目的に研究を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ PBAと H2O2の化学反応を利用したグルコース応答機構とナノ薄膜 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、これまで注目されてこなかった PBAと H2O2の反応を利用して、グルコース濃
度が 200 mg/dL程度で自発的にインスリンを放出するナノ薄膜の性能を向上させ、この薄膜に
より微粒子およびナノカプセルを作製することを試みた。ナノ薄膜およびナノカプセルの作製
には交互累積膜法を用い、以下の項目について研究を行った。 
 
(1) 種々の PBA誘導体と H2O2の反応の化学量論的解析 
 予備的研究において PBA 分子内の置換基効果により分解速度に差異が生じることが分かっ
ていた。また、ナノ製膜形成の駆動力となる PBA とジオール誘導体とのエステル結合の強さ



も膜分解速度に大きく影響することが推測された。そこで、PBAやポリマーの化学構造を詳細
に検討し H2O2に対する応答の速度論的な解析を行った。 
 
(2) 酵素およびインスリン固定化法の検討 
 酵素およびインスリンを効果的に固定化する方法を検討した。インスリンはタンパク質であ
るため、包括固定法、静電的相互作用による固定、および強固な結合を形成する PBA-ジオー
ル誘導体を合成し単一のエステル結合での固定を試みた。膜中での部位および存在量について
調査を行った。 
 
(3) ナノカプセルのおよびナノ粒子の作製 
 (2) で得られた結果をもとに、インスリン放出微粒子およびナノカプセルを作製した。薄膜
およびカプセルの調製には交互累積膜法を用いた。この方法は、相互に結合するポリマーを交
互に被覆することで調製し、膜厚や膜透過性および機能性分子の量などを任意に操作すること
が可能である。種々の高分子材料を新たに合成しグルコース応答やインスリン放出の最適化を
行った。 
 
(4) インスリンドラックデリバリーシステムのためナノポアピペットへの修飾 
 医療用デバイスの施策として、先に検討したインスリン放出ナノ薄膜を先端孔が数百ナノメ
ートルサイズのピペット先端に対して被覆操作を行った。ピペット先端へのナノ薄膜の被覆お
よび H2O2応答はイオン電流変化より観察した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) フェニルボロン酸ペンダント-デンドリマーの検討 
 先行研究において PBA を修飾するポリマーとして直鎖構造のポリアリルアミン（PAH）を
用いてきたがグルコースに対する応答性を制御しにくいという問題があった。そこで、PAHに
代わり新たにポリアミドアミンデンドリマー（PAMAM）について調査した。PAMAMは構造
制御された球状高分子であり近年ドラックキャリアーとして注目されている。この球状構造を
利用することで直鎖構造の PAMAM を用いた場合に比べて応答性の向上がとナノ薄膜の構造
制御が期待できた。はじめに PBA-PAMAMと、ポリビニルアルコール（PVA）との間に形成
されるボロン酸結合に基づいてナノ薄膜を作製し、この薄膜の H2O2応答を検討した（図３）。 
 末端アミノ基に対して 15%程度 PBAが修飾された PAMAM(G4)において良好なナノ薄膜の
調製が確認できた。一方、修飾率が低い場合、および極端に高い場合では PBAと PVAとの結
合形成が阻害されるためナノ薄膜を得ることはできなかった。また、酸性条件での製膜操作を
行った場合も安定な薄膜は形成されなかった。このナノ薄膜は数ミリモル以下の H2O2に対し
ても分解応答がみられバルク溶液への PAMAMの放出を確認した。これは、H2O2により PBA
分子のホウ素－炭素結合が切断されるため薄膜形成の駆動力が消失するためである。次に、グ
ルコースオキシダーゼ（GOx）を膜内に組み込むことにより酵素反応を利用することでグルコ
ース刺激により分解することを確認した。GOxは下記の反応を触媒する酵素であり、グルコー
スから H2O2を生成する。 
 

Glucose + O2  → Gluconolactone + H2O2 
 

PAMAMは薬物キャリアーとして注目されており、この PBA-PAMAMからなるナノ薄膜イン
スリンドラックデリバリーシステム以外にも、他の薬物送達システムへの応用が期待できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ PBA-PAMAMを用いたナノ薄膜 
 
 
(2) フェニルボロン酸ペンダント-ポリアクリルアミドの検討 
  これまでの PBA を用いた機能性材料は、ジオール構造との間に可逆的に形成するボロン酸
エステル結合を利用しきた。しかし、これらのシステムではボロン酸部位を有するポリマーと
ともにジオール構造を有する高分子、例えば PVAやアルギン酸が必要となる。このため、ナノ
薄膜を作製できる材料に制限があった。そこで、PBAの負電荷を利用しポリカチオンとの静電
的相互作用を駆動力としたナノ薄膜の調製を試みた。上記の目的のため、N-3-アクリルアミド



フェニルボロン酸とアクリルアミドを重合することで、PBA由来の負電荷以外を持たなないコ
ポリマー（PBA-PAA）を合成した。この PBA-PAAと種々の構造の異なるポリカチオン（PAH、
PEI、PDDA、PAMAM）を用いてナノ薄膜の作製を試みたところ、調製時の pH、イオン強度、
PBAの含有率により製膜特性が異なった。また、このナノ薄膜はエステル結合から形成された
薄膜と同様に、pH、糖類、H2O2に対する応答性を持つことが示された。これらの処理によっ
てナノ薄膜内の電荷のバランスが崩れる、もしくは H2O2によりボロン酸の B-C結合が分解す
るためである。こでまで、ボロン酸とジオール構造をもつ高分子からなるナノ薄膜が多数開発
されてきたが、このような機構でも同様の機能性を有することが明らかとなり、さらなる機能
性薄膜の開発に役立つと考えられる。 
 
 
(3) インスリン放出ナノ粒子の作製 
 インスリンは糖尿病の治療薬として用いられているタンパク質である。糖尿病患者の QOL
を向上させるために、新たな投薬経路の開発や、インスリンの放出制御のための薄膜やマイク
ロカプセルの研究が世界中で行われてきた。しかし、直鎖のポリカチオンである PAHに PBA
を修飾したポリマーと PVA の組み合わせで微粒子上へ製膜操作をおこなうと粒子同士が凝集
してしまい被覆することができなかった。そこで、(1)(2)の材料について検討した。球状分子の
PAMAMは PVAとの相互作用の制御が容易であること、過剰な電荷を持たない PBA-PAAは、
静電的相互作用の影響が小さいと考えた。しかし、種々条件検討を行っても微粒子状への被覆
は成功しなかった。これらの結果から、積層操作中に微粒子の凝集を抑えるために材料として
用いる２種の高分子間の同符号の電荷の反発が有用であることが明らかになった。 
 そこで、ポリカチオンである PAHにそれぞれフェニルボロン酸（PBA-PAH）およびジオー
ル構造を有するシキミ酸（SA-PAH）を修飾したポリマーを合成し検討を行った。その結果、
PAH 間の電荷の反発により粒子同士の凝集が抑制され、PAH と SA のエステル結合を駆動力
として炭酸カルシウム粒子上にナノ薄膜の被覆に成功した。また、これらのポリマーと GOx
から構成されるナノ薄膜をインスリンとともに微粒子状に 5層被覆させることで、生理条件下
において数 mMのグルコースに応答する微粒子の開発に成功した（図４）。さらに負電荷を有
するインスリンを静電的相互作用によってナノ薄膜中に固定することで、ナノ薄膜の分解反応
に伴うインスリンの放出が確認できた。この機構はこれまでのグルコースの競合作用を利用し
たものに比べて鋭敏な反応であり、生理条件下におけるグルコース刺激におけるインスリンの
放出が達成できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ インスリン放出粒子とインスリン放出量 
 
 
(4) ナノピペットへの交互累積膜の修飾 
 本研究では、これまでの成果を踏まえて、先端径がナノメートルサイズのナノポアピペット
の先端に種々のインスリン放出ナノ薄膜の被覆操作を行った。ナノ薄膜の被覆およびインスリ
ンの放出は、イオン電流変化を指標とした。イオン電流計測原理は以下の通りである。水溶液
中に 2本の金属線（Ag/Ag/Cl）を浸して電位を印加すると、電位差に応じたイオンの移動が起
こる（イオン電流が流れる）。このとき、片方の金属線をナノメートルサイズの空孔をもつピペ
ット中に挿入しておくとイオンの移動が阻害され整流作用を受ける。この整流作用はピペット
先端の状態に大きく依存するため、ピペット先端のナノ薄膜の状態を反映し過酸化水素および
グルコース応答を確認することが可能である。このナノピペットの先端にポリマーの被覆操作
を行うことでイオン電流値の変化を確認することができた。また、この変化は pHにより影響
を受けたことから、上記のポリマーが被覆されていることが明らかになった。残念ながらイン
スリンの吸着および放出をイオン電流から確認することはできず今後の検討課題である。 
 
 
(5) 乳酸およびクレアチニン刺激応答薄膜への応用 
 この研究では上記のポリマー材料に GOxにかわり、乳酸オキシダーゼ(LOx)を組み合わせる



ことで、乳酸分子に応答して分解するナノ薄膜の作製を試みた。乳酸は腫瘍組織内に 4 mMか
ら 40 mMの濃度で含まれる一方、正常組織内には 1.8 mMから 2 mMしか存在しないため、
高濃度の乳酸に応答する薄膜はがん治療薬の DDSに利用できると考えた。LOxは以下のよう
な反応を触媒する酵素である。 

Lactate + O2  → Pyruvate + H2O2 
すでに、乳酸応答粒子は報告されているが、これらの粒子の分解機構は、グルコースと同様に
添加された乳酸によるボロン酸エステル結合の競合反応を利用している。しかし、ボロン酸と
乳酸の親和性は非常に弱いため DDS のための現実的な濃度での応答は見られない。一方で、
H2O2 によるボロン酸の酸化反応は鋭敏に進行するため上記の濃度での応答が達成できること
が期待できた。実際に、LOx を含有する PBA-PAH/PVA 交互累積膜の作製、および数ミリモ
ルの乳酸に対する応答について水晶振動子ミクロバランス（QCM）による共振周波数変化の測
定、原子間力顕微鏡（AFM）による膜厚の観察、および紫外可視吸収スペクトル測定によって
確認することができた（図５）。このようにして作製した交互累積膜はがんに対する DDSとし
て利用できると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ 乳酸応答薄膜の分解応答 
 
 
  同様にクレアチニンにより分解するナノ薄膜について検討した。クレアチニンはクレアチニ
ンアミドヒドロラーゼ（CA）、クレアチンアミジノヒドロラーゼ（CI）、およびサルコシンオ
キシダーゼ（SO）の 3種の酵素による連続反応を受けて代謝され、最終的に H2O2を生成する。
この 3 種の酵素を用いた H2O2検出型のクレアチニン応答性センサーは既に開発されておりナ
ノ薄膜の分解が予想されるたが、最適な応答を得るための膜中の各酵素の固定化量を制御する
必要がある。一方、交互累積膜法は、物質ごとの積層数を変えることで各物質の吸着量比率を
変えられることから、複数の酵素によって基質を段階的に代謝する反応を効果的に利用できる
と考えた。律速酵素によって膜分解が抑制されるような場合に、律速酵素の積層数を増やすこ
とで膜分解を促進できる。その QCM測定の結果、各酵素１層ではクレアチニンに応答、分解
しなかったが、CIの積層数を増やし 3層とすることで良好な応答が得られた。この酵素反応に
おいては CI が律速酵素であると考えられた。また、紫外可視吸収スペクトルでも膜の調製お
よび応答を確認できた。本研究では、H2O2を生成する GOx以外の酵素を含有する基質応答性
膜の作製と、酵素ごとの応答性の調節が可能であることが示唆された。今後は他の基質に応答
して分解する交ナノ薄膜の検討や、粒子上に製膜することでのナノカプセルへの応用が課題で
ある。 
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