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研究成果の概要（和文）： 

両親媒性ポリペプチド-ポリ乳酸・AB ジブロック共重合体より調製した表面に正電荷を有す
るコア-シェル型生分解性高分子ミセルをアニオン性多糖であるヒアルロン酸(HA)を用いてポ
リイオンコンプレックス(PIC)形成により被覆した。得られた PIC 被覆ミセルは，希釈や血液成
分存在下における分散安定性が著しく向上した。この PIC 被覆ミセルの標的指向性ドラッグキ
ャリヤーとしての有用性を検討することを目的として，マウスより分離した肝細胞に対する取
り込みを調べたところ，HA 受容体を有する肝類洞内皮細胞(LSEC)への選択的取り込みが確認
された。また，被覆するポリアニオンとして，ガラクトース基で修飾した HA を使用した場合
には，肝癌細胞へのガラクトースレセプターを介した選択的取り込みを示した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We prepared biodegradable polymeric micelles coated with polyanionic hyaluronic acid (HA) by 

polyion complex (PIC) formation from positively charged polymeric micelles consisting of amphiphilic 

biodegradable AB-type diblock copolymers of poly(L-lysine) and poly(L-lactide). The obtained 

HA-coated micelles showed extremely higher stability under diluted condition and in the presence of 

serum. Moreover, the HA-coated micelles specifically bound to liver sinusoidal endothelial cells. We 

also prepared biodegradable polymeric micelles coated with galactose bearing hyaluronic acid (Gal-HA) 

and investigated cell-specific recognition of the obtained Gal-HA-coated micelles. The obtained results 

suggested that the Gal-HA-coated micelles showed cell-specific uptake into hepatoma via galactose 

receptor mediated mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 

親水性セグメントと疎水性セグメントから
なる両親媒性ブロック共重合体は，水溶液中
で高分子ミセルなど，ナノメートルスケール

の会合体を形成することが知られており，薬
物キャリヤーとして有望視されている。しか
し，ポリマーミセルをドラッグキャリヤーと
して体内（血中）に投与した後には，臨界会
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合濃度以下に希釈されることによって解離
したり，血中タンパク質等との相互作用によ
って凝集したりすることが懸念される。我々
は，このポリマーミセルの不安定性に関する
問題点を克服することを意図して，独自に作
成したポリリシン-ポリ-L-乳酸・AB ジブロッ
ク共重合体 (PLys-b-PLLA)ミセルが荷電した
シェル層を有していることを利用して，ポリ
イオンコンプレックス(PIC)形成によりその
表面を被覆し，安定化することを試みた。こ
の手法を用いれば，荷電ミセルと高分子電解
質を混合するという簡便な操作により，安定
性の向上が達成できるばかりでなく，種々の
機能をミセル表面に付与することができる
ため，新規なドラッグデリバリーキャリヤー
システムとして有用であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，この PIC 被覆ミセルのド
ラッグキャリヤーとしての有用性の向上と
その評価を行うことである。 

ヒアルロン酸 (HA) は生体適合性に優れ
るアニオン性多糖であり，肝類洞内皮細胞 

(LSEC) 表面には HA レセプターの存在が知
られている。PLys-b-PLLA から成るミセル表
面を PIC 形成によって HA で被覆したポリマ
ーミセル(HA 被覆ミセル)は LSEC に対する
親和性を示すことが期待される。そこで本研
究では，HA 被覆ミセルの LSEC に対する選
択的取り込みの有無について，マウスから分
離した肝細胞群を用いて検討する。 

また，肝実質細胞に対する標的指向性を付
与することを目的として，肝実質細胞に特異
的に認識される糖鎖であるガラクトースを
修飾したヒアルロン酸 (Gal-HA) で被覆する
ことにより，表面にガラクトースを導入した
ポリマーミセルを調製し，その細胞取り込み
等について検討する。 

一方，このポリイオンコンプレックスによ
る被覆は，Layer by Layer 法で使用されている
ように，繰り返し行うことが可能である。そ
こで，本研究では，これを利用してポリアニ
オンとポリカチオンによる被覆を繰り返し
行うことにより，多層被覆ミセルを調製し，
得られた多層被覆ミセルが複数の酵素によ
って分解する多重刺激応答性を示すことを
明らかにすることも目的とする。 

 

３．研究の方法 

PLys-b-PLLA ミセルは既報に従って調製し
た。得られた PLys-b-PLLA ミセルの懸濁液を
HA 水溶液に加えて PIC を形成させ， HA 被
覆ミセルを調製した。安定性を評価するため，
ピレンを蛍光プローブとして用いて臨界会
合濃度(CAC)を決定した。また，血清を含む
溶液中に保持した場合の粒径の経時変化を
動的光散乱(DLS)で追跡することにより，分

散安定性を評価した。  HA 被覆ミセルの
LSEC 選択的取り込みは，マウスより採取し
た LSEC と Kupffer 細胞の混合物に対して，
HA 被覆ミセルを加えてインキュベートした
後，フローサイトメトリー(FACS)測定を行な
うことで評価した。 

Gal-HA 被覆ミセルの調製に使用する
Gal-HA はラクトースから調製したラクトノ
ラクトンとトリエチレングリコールジアミ
ン  (NH2-TEG-NH2) と 反 応 さ せ て 得 た
Gal-TEG-NH2と，ヒアルロン酸とをカップリ
ングさせることで合成した。得られた Gal-HA

を用い，先と同様の方法で Gal-HA 被覆ミセ
ルを調製した。得られた Gal-HA 被覆ミセル
表面にガラクトース残基が存在することを
確認するため，ガラクトース認識レクチン 

(PNA) を用いた，結合試験を行った。さらに，
ヒト肝癌細胞である HepG2 細胞への Gal-HA

被覆ミセルの取り込みを，FITC で蛍光ラベル
したミセルを使用して共焦点レーザー顕微
鏡 (CLSM) および FACS により評価した。 

さらに多層被覆ミセルは，ポリアニオンと
してHAをポリカチオンとしてPLysを使用し，
被覆操作を繰り返し行うことで調製した。得
られた多層被覆ミセルの酵素に応答した分
解は，ヒアルロニダーゼおよびトリプシンを
使用して，ミセルの粒径を DLS により追跡す
ることにより行った。 

 
４．研究成果 

DLS 測定の結果，PLys-b-PLLA ミセルの粒
径は約 20 nm であり，HA 被覆ミセルの粒径
は約 45nm であった。また透過型電子顕微鏡 

(TEM) 像からも両ミセルともに球状で，HA

被覆後は粒径が大きくなっていることが確
認された。CAC 測定の結果，PLys-b-PLLA ミ
セルの CAC は 3.510

-2
 mg/mL であったのに

対し，HA 被覆ミセルでは 2.110
-11

 mg/mL で
あり，希釈に対して著しく安定であることが
分かった。また，血清存在下での安定性試験
においても，HA 被覆ミセルは 24 時間以上粒
径に変化は無く，高い分散安定性を示すこと
も明らかとなった。 

次にこの HA 被覆ミセルの LSEC 特異性に
ついて FACS を用いて検討した結果，対照で
あるヘパリン被覆ミセル, カルボキシメチル
化デキストラン被覆ミセルはクッパー細胞
と LSEC の両方に取り込まれたが，HA 被覆
ミセルはクッパー細胞には取り込まれず，
LSEC のみに取り込まれることが分かった。 

また，Gal-HA 被覆ミセルの PNA レクチン
に対する結合を透過率変化により調べた。そ
の結果，PNA を添加するとミセルの凝集に伴
う透過率の低下が見られ，阻害剤(ガラクトー
ス)を添加することで，透過率の低下が解消さ
れたことから，Gal-HA 被覆ミセル表面に認
識可能な形でガラクトース残基が存在して



 

 

いることが示唆された。このミセルを HepG2

細胞に接触させ，CLSM 観察を行ったところ，
Gal-HA 被覆ミセルでは高い細胞取り込みが
観測され，阻害剤 (PVLA) の添加により取り
込みが減少する傾向が認められた。このこと
を定量的に評価するため，FACS 測定を行っ
た結果，Gal-HA 被覆ミセルの場合には，蛍
光強度の高い細胞数が増加し，PVLA を添加
することでこの現象が阻害されることが分
かった。さらに，グルコース導入ヒアルロン
酸 (Glu-HA) 被覆ミセルでは Gal-HA 被覆ミ
セルと比べて蛍光強度の高い細胞群は少な
くなった。これらのことから，ガラクトース
レセプターを介した選択的取り込みが確認
された。 

正電荷を有するPLys-b-PLLAミセルに対し
て HA 被覆と PLys 被覆を行い，さらに HA 被
覆を行うことにより三層被覆ミセルを調製
した。DLS による段階的粒径の増大とゼータ
電位が被覆したポリカチオン，ポリアニオン
に対応して正負の値をとったことから多層
被覆ミセルの形成が確認された。この被覆ミ
セルにトリプシンを加えても分解は見られ
なかったのに対し，ヒアルロニダーゼ処理と
トリプシン処理を繰り返して初めて分解が
見られたことから，意図した通り複数の酵素
刺激に応答して分解することが確認された。 

 以上の結果より，PIC 形成による標的指向
性や多重刺激に応答した選択的分解性等の
機能付与が可能であることが明らかとなっ
た。従って，本研究で開発した PIC 被覆ミセ
ルは高い安定性と標的指向性および選択的
分解性を有した新規な DDS 用キャリヤとし
て有望である。 
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