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研究成果の概要（和文）：親水性高分子ブロックと疎水性高分子ブロックを交互に繰り返し結合させた，交互マ
ルチブロック(AMB)共重合体を合成した．この共重合体は両親媒性を有し，水溶液中においてミセルを形成す
る．会合ミセルは，5~6本のAMB共重合体によって形成され、その直径は30~40 nmであった．感熱応答性高分子を
ブロックとするAMB共重合体の合成にも成功し，熱によってミセル形成・解離を制御できることを明らかにし
た．疎水高分子ブロックを蛍光標識し蛍光相関分光法を用いることで，AMB共重合体によって形成されるミセル
の安定性を評価するための実験系を構築した．

研究成果の概要（英文）：Alternating multiblock copolymers, in which hydrophilic and hydrophobic 
blocks connect to each other, were synthesized. Poly(ethylene oxide) (PEO) was used as the 
hydrophilic block, while poly(propylene) (PPO) or poly(N-isopropylacrylamide) (PNiPAm) was used as 
the hydrophobic block. These AMB copolymers are amphiphilic, and form multimer micelles in aqueous 
media. The diameter of the multimer micelle is ~30 nm irrespective of the block composition. The 
dynamic light scattering and the small angle X-ray scattering techniques suggest that the unimer of 
PEO-PPO AMB copolymers shrink in aqueous media. PEO-PNiPAm AMB copolymer possesses 
thermal-responsiveness, which undergoes the heat-induced micellization in water. This allows us to 
control the association and dissociation of the AMB copolymers. By fluorescence labeling PNiPAm 
block, we suggested thta the association and dissociation of micelle can be monitored by the 
fluorescence correlation spectroscopy.

研究分野：高分子物理化学

キーワード： 両親媒性交互マルチブロック共重合体　水溶液　ミセル　蛍光相関分光法　光散乱法　小角X線散乱

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
両親媒性交互マルチブロック（AMB）共重合体が，水溶液中で大きな疎水コアをもつ単分子ミセルを形成する可
能性を示した．単分子でミセルを形成させることができれば，血中で極低濃度においても疎水性化合物を安定に
運ぶことのできる薬物キャリアとして，両親媒性AMB共重合体を応用することが可能になる．他にも，疎水性高
分子ブロックがつくる大きな疎水コアを利用して，単分子ミセルに疎水性タンパク質などを包摂させることもで
きる可能性がある．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ブロック共重合体による⾼分⼦ミセルは，1980 年代に Ringsdorf ら[H Bader, et al. Angew. Chem. 

1984]が薬物キャリアとしての応⽤可能性を⽰唆して以来，精⼒的に研究されてきた．特に⽚岡
らは，抗ガン剤を内包した⾼分⼦ミセルがガン組織へ選択的に集積し抗ガン活性を著しく増進
させることを発⾒し[M. Yokoyama, et al. Cancer Res. 1990]，それ以降の⾼分⼦ミセルを⽤いた薬
物デリバリーや標的治療の道を拓いた．現在では，⾼分⼦ミセルを⽤いた複数の抗ガン剤が臨床
の最終段階に進み，実⽤化が⽬前である [先進医療推進機構，広報, 2015.6.23]． 

薬剤キャリアとして⽤いられる⾼分⼦ミセルの安定性は，薬剤体内動態において重要な因⼦で
あるが[S.C. Owen, et al. Nano Today. 2012]，⾮平衡状態におけるミセル崩壊の時定数などといっ
た速度論的安定性に関する研究報告は⾮常に限られている[M. Yokoyama, J. Drug Target. 2014]．
⼀般的に，⽣体内に導⼊されたミセルは急激な
希釈を受け，熱⼒学的に不安定となって崩壊す
る．このような状況下におけるミセルの速度論
的安定性は，ミセルの構成要素である界⾯活性
剤の拡散挙動に⼤きく依存すると考えられる．
そこで我々は，PEO と poly(propylene oxide) 

(PPO)が繰り返し結合する両親媒性交互マルチ
ブロック（AMB）共重合体に注⽬している．ブ
ロック共重合体が作るミセルサイズはブロッ
ク鎖⻑に依存するため，AMB 型の共重合体な
らばブロック鎖⻑を変えずに⾼分⼦量化が可
能だと考えたからである（図 1 上部）． 

これまでに我々は，実際に（PEO-PPO AMB）
共重合体を合成し，同様の PEO/PPO ⽐を有す
るトリブロック共重合体（Pluronic F88）に⽐べ
て臨界ミセル濃度が⼀桁以上⼩さいが，ミセル
サイズおよびミセル形成時の熱⼒学量はよく
似ていることを⾒いだしている（図 1）．  
 
２．研究の⽬的 
このような背景から，本研究では次の三点を試みた． 

① 単鎖（ユニマー）ミセルを形成する両親媒性 AMB 共重合体の合成 

② 蛍光標識を導⼊した両親媒性 AMB 共重合体の蛍光相関分光測定 

③ 両親媒性 AMB 共重合体の会合ミセル形成・崩壊過程を観測するための実験系の確⽴ 
 
３．研究の⽅法 

(1) 両末端にカルボン酸を有するアクリルアミド系⾼分⼦の合成 

 
 

 
図1. ⽔溶液中における PEO-PPO AMB ミ
セルと Pluronic F88 の粒径分布（PSD）の
違い（下段左），および表⾯張⼒と蛍光測
定による CMC の違い（下段右）． 
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アクリルアミド系⾼分⼦を感熱応答性⾼分⼦ブロックとした AMB 型共重合体を得る経路を
確⽴する．これまでに，多様な側鎖を有するアクリルアミド系⾼分⼦が合成されており，刺激
応答性を⽰すものも数多く報告さ
れている．また，可逆的付加開裂連
鎖移動（RAFT）重合によって分⼦量
制御や両末端修飾も簡便であり，蛍
光性ビニルモノマーを共重合させ
ることも可能である．Scheme 1 に
は，RAFT 重合を⽤いて両末端がカ
ル ボ ン 酸 の poly(N-

isopropylacrylamide) (a,w-COOH 

PNiPAm)を得る合成経路を⽰した．
得られた両末端 a,w-COOH PNiPAm

を活性エステル化し，a,w-NH2 PEO

と脱⽔縮合することにより，AMB 共
重合体を合成する． 

(2) 動的光散乱（DLS）法および⼩⾓ X 線散乱（SAXS）法 

⾼分⼦の液中形態やミセル構造を調べるために，DLS および SAXS 測定を⾏った．DLS は
Malvern 社製 Zetasizer Nano S を⽤い，SAXS 測定は SPring-8 の BL-40B2 にて⾏った． 

(3) 蛍光相関分光（FCS）法 

 本研究では FCS 分光装置を⾃作した．FCS 法を組み上げるには，蛍光発光の揺らぎを検出す

るための光子相関分光系の構築と，試料内の

ごく限られた領域のみの光を検出するため

の共焦点光学系の構築を同時に達成する必

要がある．はじめに動的光散乱計を作製して

光子相関分光系を構築し，つぎに共焦点光学

系に光子相関器を組み込む手順で装置を作

成した． 
 
４．研究成果 

(1) PEO-PPO AMB 共重合体および PEO-
PNiPAm AMB 共重合体の溶液物性 

Fig. 1に PEOブロック鎖長の異なる二つの

PEO-PPO AMB 共重合体， (EO220PO33)6 と
(EO68PO33)10 水溶液の相図を示す．両者とも

下限臨界共溶温度（LCST）型の相図を有して

おり，Tcは PEO ブロック鎖長が短い方が低

くなっている．また，ANS の蛍光強度増大に

よって見積もられる TCMT は 30~40 °C であ

り，やはり PEO ブロック鎖長に依存して低

くなった． PEO-PNiPAm AMB 共重合体については，水溶液の TCMTが 40 °C 付近に観測される

ものの，100 °C 以下では Tcを示さないことがわかった． 

 

Scheme 1. Preparation of a,w-succinimidyl PNiPAm． 

 

 
Fig. 1. Phase diagram of the aqueous solution of PEO-
PPO AMB copolymers.  
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Fig. 2 に(EO220PO33)6水溶液の SAXS 測定の結果を示す．SAXS および DLS 測定の結果から，

TCMT 以下の 25 °C で PEO-PPO AMB 共重合体はユニマーとして存在しているが，TCMT 以上の

50 °C では直径 30 nm 程度の球状ミセルを形成した．PEO-PNiPAm AMB 共重合体でも同様の結

果が得られ，TCMT以上では直径 30 nm 程度の球

状ミセルが観測される．一方で，TCMT以下で観

測される単分子鎖の溶液中における構造は，

PEO-PPO AMB 共重合体と PEO-PNiPAm AMB

共重合体とでは異なっている．PEO-PPO AMB

共重合体ユニマーの構造をガウス鎖と仮定す

ると，慣性半径（Rg）と流体力学半径（Rh）の

比，Rg/Rhが極端に小さくなり，SAXS プロファ

イルをDebye関数でフィッティングするのは妥

当ではなかった．フィッティング結果から，

我々は，PEO-PPO AMB 共重合体のユニマーは

コア-コロナ型の構造をとっているものと考え

ている．一方，PEO-PNiPAm AMB 共重合体に関

しては，PNiPAm の meso 比（m）が 45 %のもの

（AMBm46）で Rg/Rh=1.5 程度，50 %および 58 %

のもの（AMBm50 と AMBm58）でも Rg/Rh=1.0

程度であったので，ユニマーの構造はランダム

コイルであると考えられる． 
PNiPAm 水溶液は，下限臨界共溶型の液-液

相分離に起因する相境界の他に，高濃度側にゾ

ル-ゲル転移線を有するため，相変化にヒステリ

シスが起こりやすいことがわかっている．Fig. 4
には，PEO-PNiPAm AMB共重合体水溶液のANS
蛍光強度（IANS）と Mwの温度依存性を昇温と降

温過程で比較した．AMBm45 では，IANSと Mw

の温度変化に昇温と降温過程の差がなく，ヒス

テリシスは見られない．しかしながら，IANS と
Mwの昇温と降温過程の差は，PNiPAm ブロック

の m 比によって大きく変わり，特に AMBm58
では顕著である．このことは，PNiPAm ホモポ

リマーの水溶液で m 比が高くなるにつれてヒ

ステリシスが大きくなることに対応している． 

これら 2 種類の AMB 共重合体の溶液物性は AMB のブロックを構成するホモポリマーの溶

液物性をよく反映しており，ブロック共重合体の物性が構成ブロックによってかなりの程度方

向づけられていることが理解される．	

(2) ⽴体制御された蛍光標識 PNiPAm に対する FCS 測定 

 
Fig. 2. SAXS profile of PEO-PPO AMB copolymer, 
(EO220PO33)6, in water at 25 °C and 50 °C.  
 

 
Fig. 3. Hysteresis of IANS and Mw in the heating and 
cooling processes for the 1.0 wt% aqueous solutions of 
PEO-PNiPAm AMB copolymers with m=45, 50, and 
58 %..  
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ローダミン B を側鎖とするアクリル系モノマ

ーを極微量共重合し，メソ比が 52%の PNiPAm（i-

m52f）を合成した．Fig. 4 に，昇温時 28 °C にお

ける i-m52f 水溶液（0.1 wt%）の FCS 自己相関関

数とフィッティングの結果を示した．22 °C で得

られた自己相関関数は1種類の緩和モードでフィ

ッティングすることができたが， 28 °C では 2 種

類の緩和モードが必要であった．このことは、こ

の系の Tdmx（34 °C 付近）以下の温度で凝集体の

形成が始まっていることを示している．  

  Fig. 5 に示すように，速い緩和成分から計算さ

れる流体力学半径（Rh）は，温度を上げるごとに

3.2 nm から徐々に小さくなってゆき，単分子鎖が

収縮している．遅い緩和成分は 25 °C 以上になる

と顕著になり，曇点に向かって成長していってい

る．ただし，この凝集体の成長は速度論的なもの

ではなく，たとえば 27 °C で一定時間置いて測定

してもサイズの成長はなく，Rh =80 nm 程度のも

のが安定に存在しつづける．このことから，i-m52/

水系では相分離に至る大きな凝集体を形成する

よりもずっと低い温度で，i-m52 高分子の小さな

会合体を安定化する機構が存在するものと考え

られる． 

(3) 両親媒性 AMB 共重合体の会合ミセル形成・
崩壊過程の観測 

当初の計画では，温度や濃度ジャンプによって，

AMB 共重合体が形成するミセルの形成・崩壊過程

を観測しようと考えていたが，均一混合が難しく

再現性の良いデータを得ることが困難であること

がわかった．そこで，AMB 共重合体の分子量が大

きいことを利用して，透析チューブ内に封じた

AMB 共重合体のミセル化を観測することを試み

た．透析チューブ(MWCO=12,000~14,000)の外に疎

水環境プローブである 8-アニリノ-1-ナフタレンス

ルホン酸アンモニウム（ANS）を展開し，透析内に

存在する PEO-PPO AMB 共重合体が形成するミセ

ルの疎水場に取り込まれる様子を観測した画像が Fig. 6 である．温度を上昇させると、チューブ

内のみで疎水場形成に伴う ANS の発光が見られた(Fig. 6 右)。AMB 共重合体は分子量が大きい

ため、自分自身は透析膜を通過せずに外液から疎水性物質を取り込むことができることがわか

った。この方法を用いることによって AMB 共重合体が形成するミセルの安定性を評価できるも

のと期待される． 
 

 

 
Fig. 4. FCS correlation function for the 
PNiPAm i-m52 in the 2.0 ´ 10-5 wt% aqueous 
solution at 28 °C with the fitting function.  
 

 

 
Fig. 5. Temperature dependence of 
hydrodynamidc radius of the fast and slow 
mode detected by FSC for PNiPAm i-m52 in 
the 2.0 ´ 10-5 wt% aqueous solution.  
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Fig. 6. Photograph of a dialysis membrane 
containing the AMB copolymer aqueous 
solution, where the outer liquid is an aqueous 
solution containing ANS (left:25℃, right: 
50℃). 
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