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研究成果の概要（和文）：生体内でポリマープローブの粒子径を適切に制御することは、腫瘍イメージングや薬
物送達における共通の重要な課題である。本研究では、多重共鳴拡散NMRに焦点を当て、生体夾雑下における
13C-ラベル化双極性ポリマープローブの粒子径解析に適用した。その結果、多重共鳴拡散NMRにより、生体夾雑
下におけるプローブそのものの拡散係数と粒子径を選択的に解析できることを明らかにした。さらに，本手法を
拡散強調多重共鳴MRIに応用したところ，13C-ラベル化ホスホリルコリンポリマーの拡散係数を選択的に画像化
可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：The size-control of a polymeric probe is a common issue for molecular 
imaging and drug delivery system in terms of its biodistribution, tissue penetration and retention, 
and in vivo tumor targeting. However, there is limited understanding how the size of polymeric 
probes dramatically changes in a biological system and correlates with their in vivo performance, in
 particular the tumor accumulation of a polymer probe.
In this study, we focused on the applicability of multiple resonance diffusion NMR to 
characterization of particle size of a polymeric nanoprobe in a living system and paid particular 
attention to 13C-labeled zwitterionic polymer probes. Our NMR experiments revealed that the 
diffusion coefficient and particle size of the probes can be selectively estimated under a 
bio-complex system. When applied to diffusion-weighted multiple resonance MRI, the diffusion 
coefficient of 13C-labeled zwitterionic phosphorylcholine polymer have been selectively imaged in 
water.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 分子イメージング　双極性ポリマープローブ　多重共鳴NMR　MRI　EPR効果

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体適合性に優れた合成ポリマーは、腫瘍イメージングプローブや薬物送達キャリアの分子骨格として活発に研
究されてきたが、生体適合性ポリマーの腫瘍指向性と生体内で誘起される粒子径変化との関係については、未だ
不明な点が多い。生体適合性ポリマープローブ “そのもの” の粒子径変化を生体内で解析することができれ
ば、腫瘍指向性の高いプローブの論理的かつ合理的な分子設計指針の確立に繋がる。本研究で開発した手法によ
り、13C核でラベルした双極性ポリマープローブの拡散係数を選択的に解析して粒子径に換算することに成功
し、生体夾雑物の中からプローブ自身の粒子径変化の解析が実現可能となった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
生体適合性に優れた合成ポリマーは、腫瘍イメージングプローブや薬物送達キャリアの分子

骨格として非常に有用である。EPR (Enhanced Permeability and Retention) 効果を利用して腫瘍選
択性を高めるには、生体適合性ポリマープローブの粒子径を適切に制御する必要がある。しかし、
血中タンパク質などの影響で粒子径が生体内で劇的に変化した場合は、腫瘍以外の臓器に蓄積
し、腫瘍選択性が著しく低下する。この現象をポリマー構造的に予測することは困難であり、ポ
リマープローブの設計には未だ経験則に頼る部分が大きい。生体内でポリマープローブ “そのも
の” の粒子径変化を解析することができれば、腫瘍指向性の高いポリマーの合理的な分子設計指
針の確立に繋がることが期待される。 
 
ポリマープローブの動態や腫瘍指向性と生体内で誘起される粒子径変化との関係については、

未だ不明な点が多い。それは、そもそも生体系でポリマー自身の粒子径を追跡する手段がないか
らである。生体外でポリマーの粒子径を解析するには、動的光散乱法（DLS: Dynamic Light 
Scattering）、ナノ粒子トラッキング解析法、透過型電子顕微鏡（TEM: Transmission Electron 
Microscopy）、蛍光相関分光法（FCS: Fluorescence Correlation Spectroscopy）などの従来法が利用
できる。しかし、これらの手法は、(1) 生体のような夾雑系には全く適用できない、(2) 導入し
た蛍光分子によりポリマーの粒径および体内動態が変化する、などの大きな問題点が考えられ
る。 
 
一方、ポリマー分子の粒子径を測定する新しい方法として、拡散 NMR 法が注目されてきた

が、根本的な問題点があった。拡散 NMR 法では、1H シグナルの拡散係数（D）を解析し、ス
トークス・アインシュタインの式を用いてポリマーの粒子径を算出することができる（Grubbs, 
R. H. et al. Macromolecules 2012）。しかし、これを生体系に応用する際にはシグナルの選択性に重
大な欠点があり、多くの生体物質の中からプローブの粒子径のみを解析することは困難な状況
であった。すなわち，従来法では、生体内の全ての 1H シグナル（主に水の 1H シグナル）を基
に解析するが、これが致命的な欠点でもあり、多数の内在性夾雑物（水や脂質）がバックグラウ
ンドノイズとして観測されてしまうためである。 

 
現在もなお、生体夾雑下におけるポリマープローブ ”そのもの” の粒子径を適切に解析できる

新たな手法の開発は、腫瘍イメージング分野や薬物送達分野における共通の重要な課題であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 
我々の研究グループでは、これまでに、安定同位元素でラベルした分子プローブ由来の 1H 核

（1H-13C-15N または 1H-13C の 1H 核）のみを高選択的に画像化できる「多重共鳴 NMR/MRI 法」
の開発に成功してきた（Yamada, H. et al. J. Am. Chem. Soc. 2015 など）。その過程で、細胞膜脂質
の一部であるホスホリルコリン骨格を 13C および 15N でラベルした双極性ホスホリルコリン
ポリマー（13C/15N-PMPC）プローブの開発に成功し、本プローブが腫瘍に極めて効率よく集積（ca. 
30%I.D.）することを多重共鳴 MRI 画像化により明らかにしている。しかし、この手法だけで
は生体内でのプローブの粒子径機能を解析することはできなかった。 
 
本研究課題では、「多重共鳴 NMR/MRI 法」と分子の拡散挙動（粒子径）を解析可能な「拡散 

NMR/MRI 法」を融合して、双極性ポリマープローブの粒子径を選択的に解析できる「多重共鳴
拡散 NMR/MRI 法」の基礎技術を開発し研究基盤を確立する。さらに、13C 核を集積した新規
双極性ポリマープローブを創製し、多重共鳴拡散 NMR/MRI 法を用いて、生体夾雑下でのポリ
マープローブの粒子径解析の実証を進めた。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、（１）従来の拡散 NMR 測定法（DOSY: Diffusion-Ordered SpectroscopY）と異種核

相関（1H-13C）二重共鳴 NMR 測定法（HMQC: Heteronuclear Multiple Quantum Coherence / HSQC: 
Heteronuclear Single Quantum Coherence）を改変・融合したパルスシーケンスを用いた多重共鳴拡
散 NMR 測定法の開発を進め、プローブ分子自身の拡散係数を選択的に算出して粒子径を解析
する実証実験を進めた。さらに、（２）13C-ラベル化 PMPC のホスホリルコリン（リン酸－アン
モニウムベタイン）構造を変更した 13C-ラベル化双極性ポリマーを新たに設計・合成し、多重共
鳴拡散 NMR 法を用いて、生体夾雑下における 13C-ラベル化双極性ポリマーの粒子径変化を解析
した。（３）多重共鳴拡散 NMR 法のパルスシーケンスを基に、多重共鳴拡散 MRI 法への展開



を進めた。具体的な研究実施内容は、項目 4 研究成果の項に記載した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）粒子径変化追跡系としての多重共鳴拡散 NMR 法の有効性の実証 

 
まず、1H-13C 配列の 1H シグナルのみの拡散係数（D）を算出するため、通常の 1H DOSY （BPP-

STE-DOSY: Bipolar Pulse Pair-STimulated Echo-DOSY）のパルスシーケンスの後に、1H-13C 二重共
鳴 NMR （1H-13C HSQC）のパルスシーケンスを加え、磁場勾配強度（G）と 1H-13C 相関（1JCH）
のパラメーターを適切に設定した多重共鳴拡散 NMR（DOSY-HSQC）のパルスシーケンスを用
いた。 

 
本手法では、従来の拡散 NMR と同様、以下に示す式 (1) の通り、磁場勾配パルス強度 G を

変化させて測定し、得られた 1H-{13C} NMR シグナルの減衰から拡散係数 D (m²/s) を算出した。 
 

S = −S₀ exp [γ²G²δ2(Δ−δ/3) D]                   (1) 
 
ここで、γ は 1H 核の磁気回転比 (s⁻¹・T⁻¹)、G は磁場勾配パルス強度 (mT/m)、δ は磁場勾配パル
ス幅 (ms)、Δ は拡散時間 (ms)、S は NMR シグナル強度、S0 は G = 0 (mT/m) の時のシグナル
強度を示す。b value = γ²G²δ2(Δ−δ/3) と定義して、測定解析した。(1) 式で得られた拡散係数 D と
Stokes-Einsteinの式 (2) からポリマーの粒子径を見積もることが可能である。 
 

𝐷＝ !!"
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     (2) 

 
KB はボルツマン定数 (1.38×10-23 m2・kg/s2・K-1)、Tは温度 (K)、𝜇 は溶媒の粘度 (kg/m•s)、𝑟 は粒子
半径 (m) を示す。 
 
以上の多重共鳴拡散 NMR (DOSY-HSQC) を用いて、重
水中における 13C-PMPC プローブの拡散係数 (D) を評
価した。13C-PMPC (50 µM) の DOSY-HSQC スペクトルを
測定した結果、メチル基の 1H シグナル (3.17 ppm) のみ
が選択的に観測された。DOSY-HSQC を用いて、分子量の
異なる 13C-PMPC プローブ (Mn = 15 kDa, 55 kDa) の D 
を測定した結果、分子量の増大とともに D が減少し、
D15kDa = 10.1 × 10-5 mm2/s、D55kDa = 5.9 × 10-5 mm2/s であっ
た。拡散係数から粒子径へと変換するために、溶媒（重水）
の拡散係数 (DHDO) と van der Waals 半径 (0.14 nm) を基
準とし、DOSY-HSQC から得られた D と Stokes-Einstein 
の式を用いてポリマープローブの粒子径を算出した。そ
の結果、粒子径は、8.5 nm (Mn = 15 kDa)、14.4 nm (Mn = 55 kDa) と算出され、動的光散乱 (DLS) 
測定の結果 (8.6 nm (Mn = 15 kDa)、11.4 nm (Mn = 55 kDa)) と同程度の値を示した。以上より、
DOSY-HSQC は、水溶液中における 13C-ラベル化双極性ポリマープローブの拡散係数および粒
子径解析に極めて有効であることが明らかとなった（図 1）。 

 
（２）13C-ラベル化双極性ポリマープローブの創製と多重共鳴拡散 NMR 法による粒子径解析 

 
双極性（ベタイン）側鎖構造が生体夾雑下における粒子径変化に与える影響を明らかにするこ

とを大きな目的とし、13C-PMPC のホスホリルコリン基の替わりに側鎖にアンモニウム–カルボ
キシレート基を有する 13C-ラベル化カルボキシベタインポリマー(13C-PMCB) プローブおよび側
鎖にアンモニウム－スルフォネート基を有する 13C-ラベル化スルホベタインポリマー(13C-
PMSB) プローブの合成に成功した。 

 

図 1 13C-PMPCの多重共鳴拡散 NMR解析. 



一例として、13C-PMCB の具体的な合成を記す。4-ブロ
モ-n-酪酸と tert-ブチルアルコールを酸性条件下で縮合し 
4-ブロモ酪酸 tert-ブチルエステルを合成した後、エタノ
ールアミンを用いて末端に水酸基をもつ 2 級アミン誘
導体を得た。2 級アミンの 13C メチル化は、13C-ヨウ化
メチルを用いた。得られた 4 級アンモニウム塩誘導体の
水酸基とメタクリル酸無水物とのエステル縮合により、
tert-ブチル基で保護した 13C ラベル化カルボキシベタイ
ン (13C-tert-Bu-MCB) モノマーを合成した。続いて、銅/
ビピリジン触媒系を用いる ATRP 法により、マレイミド
基をフランで保護した開始剤から 13C-tert-Bu-MCB の重
合を行い、トリフルオロ酢酸（TFA）を用いて tert-ブチル
基を除去し、目的とする 13C-PMCB プローブ (Mn = 23 
kDa) の合成に成功した。 
加えて、参照化合物として，双性イオンをもたないカ
チオン性コリンポリマー (13C-PMTAC) プローブを 13C 核でラベル化した塩化 2-メタクリロイ
ルエチルトリメチルアンモニウム (13C−MTAC) モノマーから同様の ATRP 法を用いて合成に
成功した（図 2）。 

 
生体内での 1H-13C DOSY-HSQC の有効性を明らかにするために、生体夾雑系のモデルである

ウシ胎児血清 (FBS) 中において、双極性 13C-PMPC プローブおよびカチオン性 13C-PMTAC プ
ローブの粒子径を評価した。その結果、13C-PMTAC プローブは、FBS 中における粒子径 (31.9 
nm) が水溶液中での粒子径 (19.9 nm) に比べて 1.6 倍に増大し、タンパク質の吸着による集合

体を形成していることが示唆された。これは、水晶発振子マイクロバランス (QCM) 法を用いた 
13C-PMTAC プローブとウシ血清アルブミン (BSA) との

結合能を評価した結果とも一致していた。一方、13C-PMPC 
プローブは、FBS 中においても粒子径 (14.7 nm (Mn = 55 
kDa)) が維持され、受動的腫瘍ターゲッティングに必要不

可欠である EPR 効果に適切なコンパクトな単量体として

存在していることが明らかとなった。従って、双性イオン

であるホスホベタイン骨格を有する 13C-PMPC プローブ

は、静電相互作用を駆動力とするタンパク質への吸着が大

幅に抑制され、高い生体適合性を示すことが明らかとなっ

た。これらの結果から、PMPC のリン酸アニオン－アンモ

ニウムカチオン基 が PMPC プローブの特徴的な利点 
(EPR 効果を発現する生体内でのコンパクトな粒子径、高

い生体適合性および高い腫瘍集積性と選択性) に重要な役

割を果たしていることが示唆された（図 3）。 
 
ここから得られた知見は、下記の研究成果に繋がった。我々の研究グループは、腫瘍集積性と

腫瘍選択性の高い PMPC と親水性に優れた近赤外蛍光色素とを複合化した新しい PA プローブ

の設計と合成を行い、本プローブを投与した担癌マウスの皮下 6 mm に存在する腫瘍（6 × 3 × 3 
mm3）の「大きさ」・「形状」・「位置」・「表面」を三次元的に PA イメージングすることに成功し

た。この成果は、有機化学を駆使して設計・合成した分子プローブによる癌の光音響画像診断へ

新たな局面を拓くものと考えられる。 
 
さらに、ホスホベタイン (リン酸アニオン－アンモニウムカチオン) 骨格をもつ 13C-PMPC と 
カルボキシベタイン骨格をもつ 13C-PMCB の生体夾雑下における粒子径を多重共鳴拡散 NMR 
法によって解析し、側鎖ベタイン構造と腫瘍選択性との相関関係を明らかにすることに挑戦し

た。同様に、重水中における 13C-PMCB プローブ (Mn = 23 kDa) の D を 1H-13C DOSY-HSQC を
用いて評価した。その結果，2 mg/mL の濃度において 1H-13C DOSY-HSQC スペクトルから得ら

れた拡散係数は，D PMCB = 5.65 × 10-5 mm2/s であった。得られた拡散係数から Stokes-Einstein の
式を用いて、上記と同様に粒子径を算出した。その結果、13C-PMCB の粒子径は 11.4 nm と算出

された。次に、13C-PMCB の生体夾雑下における粒子径の変化を調べるため、FBS 中における
13C-PMCB プローブ粒子径を評価した。その結果、その拡散係数は D PMCB = 7.58 × 10-5 mm2/s で
あり、算出された粒子径は 8.5 nm (13C-PMCB) となった。この拡散係数の変化挙動は，上記のホ

スホベタイン骨格をもつ双性イオン 13C-PMPC プローブの挙動（重水中: DPMPC = 5.25 × 10-5 
mm2/s，FBS 中: DPMPC = 5.23 × 10-5 mm2/s）を同様であった。すなわち、カルボキシベタイン 13C-
PMCB は ホスホベタイン 13C-PMPC と同様に FBS 中においてもコンパクトな粒子径を維持

していることを明らかとした。今後は、13C-PMCB プローブを担癌マウスに投与し、腫瘍集積性
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図 3 FBS中における 13C-PMPC (55 kDa) の
多重共鳴拡散 NMR解析. 



を多重共鳴 MRI 法によって評価し、13C-PMPC プローブと比較検討することにより、さらに詳

細な腫瘍集積性の要因について明らかにしていく必要がある。 
 
（３）多重共鳴拡散 MRI 法への展開 

 
1H-13C DOSY-HSQC 法の NMR パルスシーケンス技術を応用することにより、我々が要素技
術開発に成功していた多重共鳴 MRI 測定法と既存の拡散 MRI 測定法を改変・融合した 多重
共鳴拡散 MRI 撮像シーケンス (1H-13C Diffusion-HMQC MRI) を作成し、水溶液中において 13C-
PMPC プローブ ”そのもの” の 拡散係数 (D) を MR 画像化可能であることを実証した（未発
表データのため、画像は割愛）。今後、この拡散係数を粒子径に換算した画像を作成すれば、原
理的に、プローブの粒子径を MR 画像化解析可能である。 

 
一方、腫瘍移植発育鶏卵をモデル実験動物として用いて、in vivo での多重共鳴拡散 MRI 法

の評価を試みたが、画像化に至らなかった。当初、腫瘍移植発育鶏卵はマウスと異なり吸入麻酔
が不要であり、体動が少ないことが長時間の MR 撮像に大きな利点であると考えられた。鶏卵
漿尿膜上に腫瘍を移植した発育鶏卵は、我々の研究グループで確立された手法を用いて作成し
た。鶏卵漿尿膜上に移植した腫瘍部位は、T2強調 1H MRI を用いて位置と大きさを確認できた。
13C-PMPC プローブを静脈投与した腫瘍移植発育鶏卵を用いて、鶏卵漿尿膜上に存在する腫瘍に
集積したプローブを多重共鳴MRI 法でイメージング解析を試みたが、鶏卵全体からの大きなバ
ックグラウンドノイズにより 13C-PMPC プローブが集積した腫瘍から選択的な画像シグナルは
得られなかった。総合的に考察した結果、13C-PMPC プローブが集積した腫瘍移植鶏卵の腫瘍は、
多重共鳴 MRI 法を用いて選択的に画像化できる「選択的」検出限界以下であったことが考えら
れる。ここから、分子プローブの MR 造影実験の実証に際し、マウスのような哺乳類動物モデ
ルと発育鶏卵モデル動物とではプローブの体内動態、特に体内クリアランス機構が大きく異な
る問題点が明らかとなった。多重共鳴 MR 撮像条件の厳しさはあるが、マウスをモデル実験動
物として用いることがより適切と考えられる。本研究課題において解決すべき点が未だ残され
ているが、本研究期間の大半は新型コロナ感染症が蔓延している時期と重なったため、担癌鶏卵
への投与量の最適化実験およびマウスを用いた多重共鳴 MRI や多重共鳴拡散 MRI の撮像最適
化実験まで至らなかったのが残念である。今後、多重共鳴拡散 MRI 法を in vivo に適用するた
めには、モデル実験動物の再選定も含めて、撮像感度や撮像時間の短縮などの高速化検討が必要
不可欠になると考えられる。 
 
以上の一連の成果から、「多重共鳴 NMR/MRI 技術」と分子の拡散挙動を解析可能な「拡散 

NMR/MRI 法」を融合することにより、生体適合性ポリマー材料の粒子径を解析できる「多重共

鳴拡散 NMR/MRI 法」の基礎技術を構築することに成功した。さらに、カルボキシベタイン構

造を有する 13C-PMCB プローブは ホスホベタイン側鎖をもつ 13C-PMPC プローブと同様に，

生体夾雑下でコンパクトな粒子径を維持することがわかった。一方、カチオン性 13C-PMTAC プ
ローブは、タンパク質の吸着による集合体を形成し粒子径が著しく増大することが明らかとな

った。これらの知見から、双極性（ベタイン）構造をもつポリマープローブが生体内においても 
EPR 効果の発現に適切なコンパクトな粒子径を維持し、腫瘍集積性に重要な役割を果たしてい

ることが明らかになった。 
 
本研究で開発した安定同位元素（13C核）を集積した双極性ポリマープローブは、粒径や体内

動態に関して通常のポリマーと同一である。従って、本研究から得られた知見を新しい双極性ポ

リマーの分子設計指針に制限無く適用できることは大きな意義となるだろう。本研究課題から

得られた基礎知見は、腫瘍指向性の高い生体適合性ポリマーの包括的な分子設計戦略を打ち出

す一歩を促すことに寄与できる。 
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