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研究成果の概要（和文）：『DDS デバイスを構築していく上で“キャリアの弾性率”という新しい

基礎的知見を見出す』といった申請者のコンセプトを、腫瘍への集積性が弾性率によって異な

るといった点で明らかにすることに成功した。また弾性率、架橋率によっては細胞への取り込

みが異なることも明らかになり、体内動態(in vivo)と細胞取り込み(in vitro)においてキャリアの

弾性率に関連性があることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：We have previously demonstrated interesting properties in spontaneously 
formed submicron-sized polyion complex vesicles (Nano-PICsomes) via the self-assembly of a pair of 
oppositely charged polymers, whereby cross-linking of the PIC membrane by a condensation reagent 
can control many properties, including improvement of blood circulation and biodistribution. In this 
time, we succeeded in the characterization and in vivo evaluation of Nano-PICsomes with various 
cross-linking ratios and sizes.  
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１．研究開始当初の背景 
 昨今、ナノテクノロジー主導のバイオテク
ノロジーに関する研究が盛んに行われてい
る。これらの研究の目標の一つに、生体内で
活躍できる『バイオナノデバイス』の創製が
ある。そのため、DNA やタンパク質をはじめ
として、様々な生体高分子の機能を模倣し、
材料として応用する研究が行われており、
DDS キャリア、あるいはバイオイメージング
をインセンティブとして開発が進んできた。

特に DDS キャリアには、封じ込め機能 (薬剤
を封じ込め途中で漏らさない)、運搬機能 (目
標患部まで安定して確実に運搬)等が要求さ
れるが、血中半減期の短い生理活性ペプチ
ド・タンパク質などを薬剤として用いる場合
には、さらにバイオアベイラビリティーを飛
躍的に高めることができる技術が必要とさ
れている。キャリアの長期血中循環性は、薬
の量や投与回数を軽減するといった点から
も患者の QOL 向上に大きく貢献できる。こ
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れまでに種々のナノ構造体が検討されてき
てはいるが、短絡的な結果の解釈が多く、キ
ャリア自身の材料設計において基礎科学的
な視点・包括的な視点がまだまだ不足してお
り、これまでの知見が十分フィードバックさ
れているとは言い難い。実際、キャリアの形
態・物性から体内動態に関する考察は最近始
まったばかりと言って良い。特に『キャリア
の弾性率と体内動態との関係』に注目した研
究・報告は少なく、とりわけ中空粒子につい
ては皆無である。血液細胞の中でも著しく長
い血中半減期を示す赤血球(半減期 120 日)に
注目すると、その寿命は老化または病的原因
によって柔軟性の低下した赤血球が脾臓に
存在する脾索の網の目を通過することがで
きずにマクロファージに貪食され消失する
ことによることが知られている。このように
材料学的視点から赤血球の特徴をみても、そ
の弾性率が長期血中滞留性にとって重要な
ファクターであることは想像に難くない。 
 
２．研究の目的 
 近年進境の著しいドラッグデリバリーシ
ステム(DDS)の中にあって、さらなる進展が
期待されている有用な DDS キャリアの創製、
とりわけこれまで注目されていなかったキ
ャリアの弾性率と体内動態(血中滞留性、臓器
分布、組織浸透性)との相関を明らかにするこ
とを目的としている。最近、申請者らが開発
した Nano-PICsome (生体適合性部位と高分子
電解質部位からなる自己組織化中空集合体)
は、構成高分子の種類を変えることなく容易
に物性コントロール(サイズ、物質透過性、塩
安定性)が可能であるといった点で汎用性の
高い DDS キャリアとして有利なポテンシャ
ルを複数有している。このシステムをさらに
洗練し、架橋率、弾性率の異なる粒子の構築
とその物性評価を第一の目標とした。さらに、
単なる DDS キャリアとしての基礎物性のみ
でなく、in vitro, in vivo 評価を通して革新的
なドラッグデリバリーツールに発展させる。
また DDS デバイスを構築していく上で“キャ
リアの弾性率”という新しい基礎的知見を見
出し、申請者のコンセプトの正しさを実証す
る。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではまず、先行研究の成果を受け、
加える架橋剤の量を変えて調製した架橋
Nano-PICsome の架橋率の算出方法の確立
を試みる。その後、架橋率の異なる
Nano-PICsome の弾性率を求め、DDS への
応用を見据え、異なる架橋率による安定性
の相違等の物性に関する評価も併せて行い、
細胞実験に臨む。細胞実験では、毒性の評
価の他、細胞質での Nano-PICsome の安定
性 に つ い て も 評 価 す る 。 さ ら に 、

Nano-PICsome を担がんマウスの尾静脈よ
り循環血液中に導入することによって、弾
性率・サイズによる血中滞留性、臓器分布
および組織浸透性といった体内動態の相違
について評価を試みる。各段階で不具合が
生じた場合は、適宜ポリマー設計・架橋剤
の選定にフィードバックし、迅速な問題の
解決を図る。これらの知見を活かして、
Nano-PICsome の汎用的 DDS キャリアとし
てのポテンシャルを図る。 
 
４．研究成果 
(1) 架橋率算出法の確立 
 架橋率は、濃度既知の架橋 Nano-PICsome
を重水置換した後に、全反射型赤外吸収
(ATR-IR)法にて -CONH 伸縮振動、または
-COO-伸縮振動のピーク強度比を比較するこ
とで架橋率を算出することに成功した。その
結果、添加する EDC 量を変える事で架橋率
を~90 %近くまでコントロールできる事が明
らかになった (表 1)。 
 

表 1. ATR-IR 測定より算出した架橋率 

 
(2) 安定性評価 
 得られた架橋率の異なるNano-PICsomeの生
理条件下での安定性については、動的光散乱
測定(DLS)、蛍光相関分光法(FCS)を用いて評
価を行った。架橋剤である EDC が粒子形成
時に含まれる-COOH基に対して 0.5等量以上
加えることで、生理条件下での安定性が賦与
されることが明らかになった。 
 
(3) 弾性率測定 
 得られた粒子の弾性率を原子間力顕微鏡
(AFM)のフォースカーブを解析し算出した所、
約 10 kPa から 1 MPa まで容易に、幅広く弾性
率をコントロールすることができることが
明らかとなった。既存のベシクル(リポソーム、
ポリマーソーム)では弾性率を変化させるに
は、膜の厚みを変えるしかないが、高分子ベ
シクルで膜厚を 20 nm から 40 nm まで変えた
ところで、弾性率は 10 MPa から 20 MPa 程度
しか変化できない(Chen, Q. et. al. Soft Matter, 
2009, 5, 4944-4950.)。さらにベシクルのサイズ
が同一であるならば、膜厚を変えることで内
水相の体積が減ることは明らかである。こう
いった点からも加える架橋剤の量を変える
のみで、幅広く弾性率をコントロールできる
ことは、本研究の目的である弾性率の異なる
粒子の体内動態を評価する上で最適である
ことが示唆された。 
 
(4) In vivo 評価 



 

 

これらの粒子を用い、血中循環性を含む体内
動態の評価を担がんマウス(C-26, マウス大
腸がん)を用いて重点的に行なった。これまで
に 申 請 者 ら が サ イ ズ の 異 な る 架 橋
Nano-PICsome (10 等量架橋, 100-300 nm)の体
内動態について既に報告しているが(JACS, 
2011)、10 等量架橋の粒子で EPR 効果による
腫瘍集積性は 150 nm 以下の粒子でのみ観察
された。今回、サイズ (100, 200 nm)、架橋率
(0.5, 1, 3, 5, 10 等量)ともに変えて検討を行な
った。まずいずれのサイズにおいても 3 等量
以上架橋した架橋 Nano-PICsome において高
い血中循環性を示した。当初の申請者は、赤
血球のようにある弾性率において著しく高
い滞留性を示す事を予想したが、それに反し、
架橋率が高い程(弾性率が高い程)、高い血中
循環性を示す事が明らかになった。これは血
中での安定性においては、弾性率よりも粒子
の安定性の方が重要なファクターであるこ
とを示唆していると考えられる。一方、EPR
効果による腫瘍への集積性は、弾性率を上手
くコントロール(血中滞留性はあり、低い架橋
率・弾性率において)することで、従来集積し
なかった 200 nm の粒子が集積する事が明ら
かになった(図 1)。これはおそらく粒子の弾性
率が下がり、変形能が増した事による為だと
考えられる。こういったサブミクロンサイズ
の粒子が EPR 効果による腫瘍集積性を示し
た方向例は過去になく、大変興味深い結果だ
と言える。 
 

 
図 1. サ イ ズ 、 架 橋 率 の 異 な る 架 橋
Nano-PICsome の腫瘍集積性 
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