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研究成果の概要（和文）：表面開始リビングラジカル重合により、分散性に優れた、ポリマーブラシ付与シリカ微粒子
を合成する技術を確立した。得られた複合微粒子のタンパク質の吸着特性および体内動態挙動は、複合微粒子の構造パ
ラメータに大きく依存した。優れた血中滞留性をしめす、濃厚ブラシ付与シリカ微粒子がEPR効果によってガン組織に
選択的に集積することを明らかにした。また、蛍光標識した複合微粒子を用いることにより、ガン組織の選択的イメー
ジングに成功した。また、ポリマーブラシ付与酸化鉄ナノ粒子が、優れた血中滞留性およびガン組織への選択的な集積
性を示し、当該ナノ粒子によるガン組織のMRイメージングに成功した。

研究成果の概要（英文）：Perfectly dispersive polymer-brush-afforded hybrid particles were synthesized by s
urface-initiated living radical polymerization. The protein adsorption properties and circulation lifetime
 in the blood of the resultant hybrids particles were significantly dependent on their structural paramete
rs. Some hybrid particles exhibiting an excellently prolonged circulation lifetime preferentially accumula
ted in tumor tissue. The tumor-targeted delivery was optically visualized using hybrid particles grafted w
ith fluorescence-labeled polymer brushes. In addition, the tumor-targeted delivery of polymer-brush-afford
ed iron oxide nanoparticles was visualized by an MRI measurement.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
我々は、リビングラジカル重合の利用によ

り、長さの揃った高分子鎖を飛躍的な高密度
で固体表面にグラフトすることに世界に先
駆けて成功し、最近まで未知･未開拓であっ
た高分子組織体「濃厚ポリマーブラシ」を創
製した。この濃厚ポリマーブラシ中の分子鎖
は良溶媒中で、伸びきり鎖に匹敵するほど高
度に伸張配向しており、この構造を反映し濃
厚ポリマーブラシには独自で斬新な性質が
生まれた。例えば、本研究構想の契機の一因
となる、親水性濃厚ポリマーブラシでは、同
種のキャスト膜や希薄(低密度)ブラシ表面と
比較して、タンパク質や細胞の非特異的吸着
が著しく抑制されるという優れた生体適合
性を見出した。 
 
２．研究の目的 
微粒子を用いた治療･診断用材料の開発に

おいては、微粒子表面の物理化学的特性や粒
径などを制御し、機能･性能を効率的に高め
ることが重要である。我々は、これまでに微
粒子表面に長さの揃った水溶性高分子を飛
躍的な高密度で生やす(グラフト化する)技術
を初めて開発し、さらに、その複合微粒子が
優れた体内動態挙動を示すことを発見した。
本法は、ナノレベルの精緻な製造技術である
ことに加え、制御可能な構造因子の多様性に
おいて他に類を見ない。そこで、構造因子の
異なる一連の複合微粒子を合成し、それらの
血中滞留性および体内分布を系統的に調べ
るなど、基礎科学的アプローチにより、微粒
子製剤の普遍的な設計指針を構築すること
を本研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）親水性ポリマーブラシ付与シリカ微粒
子の精密合成：重合開始基を固定化したシリ
カ微粒子からの表面開始リビングラジカル
重合(表面開始 LRP)により、親水性ポリマー
をグラフトし複合微粒子を合成した。サイズ
効果を検証するために、コア部のシリカ微粒
子の粒径を適宜変化させた。この際、粒径の
標準偏差指数が 5%以下の粒径分布が狭い粒
子を使用した。また、シェル部のポリマーブ
ラシ層の厚みによっても、複合微粒子のサイ
ズを制御した。これは、リビングラジカル重
合(LRP)を用いることで、グラフトポリマー
の分子量を制御することにより達成できた。
しかしながら、従来の LRP では、制御できる
分子量範囲の上限が数十万程度と限られて
いる。そこで、独自に開発した、高圧下での
LRP を適用することにより、超高分子量ポリ
マーのグラフト化を試み、評価可能な分子量
範囲(サイズ範囲)を大幅に拡大することがで
きた。粒子の表面ポテンシャル(粒子の変形能
や表面弾性率など)の効果を検証するために、
グラフトポリマーの表面密度(グラフト密度)
が異なる試料を調製した。これは、シリカ粒
子表面に導入する重合開始基の密度を調整

することにより達成できた。また、粒子の曲
率の影響により、グラフトポリマーの鎖長が
長くなるに伴い、粒子最表面の有効グラフト
密度が小さくなるため、グラフト鎖長によっ
ても表面ポテンシャルを制御できた。後述す
る生化学的特性評価において放射性同位体
(RI)を標識するため、グラフト重合の際、独
自に合成した、フェノール残基を有するモノ
マーを共重合した。この工夫により、感度お
よび精度に優れた RI 実験を可能とした。複
合微粒子の構造解析は、動的光散乱、熱重量
天秤、電子顕微鏡などにより行った。 
（２）ポリマーブラシ付与複合微粒子の生化
学的特性解析：タンパク質の吸着特性解析は、
サンプル管内に所定濃度の複合微粒子、タン
パク質、およびリン酸緩衝液（pH = 7.4）を
入れ 1 時間撹拌した。リン酸緩衝液（pH = 7.4)
で洗浄、遠心分離を繰り返した後、5 wt%の
ドデシル硫酸ナトリウム（Sodium dodecyl 
sulfate; SDS）溶液を加え、撹拌することによ
り、吸着したタンパク質を微粒子表面から剥
離した。遠心分離した後、上澄み液を回収し、
そこに含まれるタンパク質をマイクロ BCA
法により定量した。ポリマーブラシ付与微粒
子を用いた動物実験では、定量的な解析を行
うためにポリマーブラシ付与シリカ微粒子
を放射性同位元素（125I）で標識した。複合微
粒子（1 wt%, 100 µL）と Na125I 溶液（5 µL）
を混合し、続いて、クロラミン T 溶液（0.2  
mg/mL 0.5M リン酸緩衝液  (pH 7.5、0.5M 
NaCl )を加え、２分間、ボルテックスミキサ
ーで攪拌した。続いて、ピロ亜硫酸ナトリウ
ム溶液（4 mg/mL ミリ Q 水）を添加し、２
分間、ボルテックスミキサーで攪拌した。反
応液をゲルろ過カラム（PD-10 column, GE 
Healthcare）にかけ、125I 標識複合微粒子を精
製、回収した。125I 標識複合微粒子をマウス
に尾静脈投与し、各測定時間に眼下採血によ
り、血液を回収し、血中の放射線強度、すな
わち、微粒子濃度をγ線カウンターにより測定
した。また、血中に残存する微粒子が少なく
なった時点で、マウスを犠牲死させ、解剖し
各臓器の放射線量を測定して、微粒子の体内
分布を評価した。 
（３）酸化鉄ナノ粒子表面からのリビングラ
ジカル重合：鉄-オレイン酸複合体の熱分解反
応により酸化鉄ナノ粒子を合成した。本合成
法は、熱分解時の溶媒、昇温速度、攪拌速度
などを選択することにより、粒径を数ナノか
ら数十ナノメートルまで制御できる利点が
ある。典型例を以下に示す。鉄-オレイン酸複
合体を合成するため、塩化鉄（FeCl36H2O, 10.8 
g）とオレイン酸ナトリウム（36.5 g）を、エ
タノール（80 mL）、水（60 mL）、ヘキサン（140 
mL）の混合溶媒に溶解し、その溶液を 70 oC
で 4 時間攪拌した。反応終了後、上層の有機
層を回収し、それを純水で３回洗浄した。有
機層をロータリーエバポレータで濃縮し、残
渣を 70oC で１晩、真空乾燥した。乾燥した
鉄-オレイン酸複合体（36 g）とオレイン酸（5.7 



g）をトリオクチルアミン（200 g）に溶かし、
その溶液を、5 oC/min の昇温速度で 370oC ま
で加熱した。370oC に達した後、同温度でさ
らに 30 分間、還流下で加熱を続けた。その
後、反応溶液を室温まで冷却し、テトラヒド
ロフラン（THF）で希釈した後、遠心分離
（12000 rpm）でナノ粒子を回収した。さらに、
THF に再分散させ、遠心分離で回収すること
によりナノ粒子を洗浄した。酸化物微粒子表
面への ATRP 開始基の導入の際、従来の方法
では、分散溶媒としてエタノールを主に用い
てきた。これは、酸化物微粒子のエタノール
に対する高い分散性と、固定化開始剤の溶解
性のためである。しかし、ここで用いる酸化
鉄ナノ粒子の表面には多数のオレイン酸が
あり、エタノールに対するナノ粒子の分散性
が極めて悪い。そのため、数種類の溶媒を用
い、原子移動ラジカル重合 (ATRP) の固定化
開始剤の導入率、および反応後の微粒子の分
散性を検討した結果、THF で処理したナノ粒
子において良好な結果を得ることができた。
具体的には、得られたナノ粒子の THF 分散液
（1wt%）を作成し、その後、アンモニア水
（1wt％）を加え、しばらく攪拌した後、BPE
（2wt%）を加え、3 日間、室温で定期的に超
音波照射しながら攪拌した。ナノ粒子を遠心
分離（12000rpm）で回収し、THF による再分
散、遠心分離をくりかえすことにより、ATRP
開始剤で修飾した酸化鉄ナノ粒子を合成し
た。また、固定化開始剤で修飾したナノ粒子
の分散性を検討した結果、THF に対するそれ
が極めて良く、それを重合溶媒とすることに
した。酸化鉄ナノ粒子を用いた表面開始
ATRP は、開始基付与酸化鉄ナノ粒子、モノ
マー、溶媒、銅触媒を所定濃度で混合し、脱
気下、60oC で行った。 
 
４．研究成果 
（１）タンパク質の吸着特性：粒径 130 nm
の未修飾シリカ粒子と粒径 130 nm のシリカ
粒子に様々な分子量のポリ（ポリエチレング
リコールメタクリレート）poly(PEGMA)をグ
ラフトした複合微粒子を用いて BSA の吸着
実験を行った。その結果、未修飾のシリカ粒
子に対しては高い吸着量を示したのに対し、
poly(PEGMA)をグラフトしたシリカ粒子はい
ずれもほとんど吸着しないことがわかった。
また、グラフトポリマーの分子量を変化させ
たところ実験の範囲において吸着量に顕著
な差が見られらなかった。よって、グラフト
密度が高い濃厚領域ではグラフト鎖長依存
性はないということがわかった。また、グラ
フトした poly(PEGMA)の分子量がほぼ 10 万
と等しく、コア粒径が異なる複合微粒子を用
いて BSA の吸着実験を行った。その結果、コ
ア粒径を変化もさせて実験の範囲において
吸着量に顕著な差が見られらなかった。よっ
て、グラフト密度が高い濃厚領域ではコア粒
径依存性もないということがわかった。以上
のことから、微粒子の最表面のグラフト密度

が高い領域において、タンパク質吸着量は複
合微粒子の構造因子に依存しないことがわ
かった。 
 分子量約 10 万の poly(PEGMA)を様々な密
度でグラフトした複合微粒子を用いて BSA
の吸着実験を行った。その結果、グラフト密
度の低下により BSA の吸着量は増大した。こ
れはグラフト密度が下がることによりタン
パク質が吸着しやすいコア粒子表面の開始
基由来の疎水部を十分に覆うことができな
いためと考えられる。また、グラフト密度が
0.0014 chains/nm2 以下になると複合微粒子が
分散しなくなった。これは表面開始基由来の
疎水部との疎水性相互作用によるものと考
えられる。よって、実験の範囲においてタン
パク質吸着におけるグラフト密度依存性が
あることがわかった。 
 グラフト密度が低い領域で密度がほぼ等
しく(～0.003 chains/nm2)、様々な分子量の
poly(PEGMA)をグラフトした複合微粒子を用
いて BSA の吸着実験を行った。その結果、低
グラフト密度ではグラフトポリマーの鎖長
が長くなると BSA の吸着が抑制され、グラフ
ト鎖長依存性があることがわかった。このこ
とから、poly(PEGMA)のような生体適合性の
高い高分子では低グラフト密度でもグラフ
ト量を多くすることでコア粒子の疎水表面
覆うことができ、タンパク質の吸着が抑制さ
れることがわかった。 
（２）複合微粒子の体内動態：ポリマーブラ
シ付与複合微粒子の生理化学的特性を中心
とした諸物性をより系統的に理解するため、
コア粒子をシリカとする一連のモデル粒子
を作成し、それらの体内動態を評価した。 
 コア粒子径の依存性を評価するために、グ
ラフトポリマーの分子量がほぼ等しく、コア
粒径が異なる試料を用い、それらの体内動態
を評価した。分子量約 10 万の poly(PEGMA)
をグラフトした粒径が 15 nm のシリカナノ粒
子において、投与 24 時間後の血中残存率は
約 30%であり、非常に優れた血中滞留性を示
した。一方、グラフトポリマーの分子量は約
10 万と等しいが、粒径が 130 nm、740 nm と
大きくなるに伴い、血中滞留性は悪くなった。
この結果は、大きな粒子は血中滞留性が悪い
傾向にあるという、これまでの報告に合致し
ている。 
 グラフトポリマー鎖長の依存性を評価す
るために、コア粒径が 130 nm と等しく、グ
ラフトポリマーの分子量が異なる試料を用
い同様に実験を行った。分子量が約 5 万、10
万、30 万、40 万と大きくなるに伴い、血中
滞留性が良くなった。さらに、分子量依存性
を評価するために、高圧力表面開始 ATRP を
用いて、より大きな分子量を有するグラフト
ポリマーを付与した複合微粒子の合成に取
り組みた。これら複合微粒子の体内動態を調
べた結果、粒径には最適値が存在し、ある程
度までは、分子量が大きくなるに伴い、血中
滞留性が良くなるが、それ以降は、分子量の



増加、つまり、粒径が大きくなるに伴い、血
中滞留性は悪くなる傾向にあることが判明
した。グラフト鎖の分子量が大きくなると、
複合微粒子の流体力学的サイズが大きくな
るだけではなく、表面の有効グラフト密度が
小さくなり、タンパクが吸着しやすくなると
考えられ、血中滞留性が悪くなると推測した
が、本研究結果は、これに必ずしも一致しな
い。これは、複合微粒子のサイズのみならず、
粒子の表面弾性率やグラフトポリマー鎖の
運動性などが生体内での相互作用において
重要な因子であることを示唆する。本研究で、
高圧力表面開始 ATRP を用い、高分子量のグ
ラフト鎖を有する複合微粒子を合成できた
ことがブレークスルーとなり、体内動態にお
けるグラフト分子量の最適値を示すことが
できたことは特筆すべきことである。 
 得られた結果をより分かりやすくするた
めに、横軸に複合微粒子の流体力学的半径、
縦軸に投与１時間後の微粒子の血中残存率
をとりプロットした（図１）。500 nm 程度の
流体力学的半径を有する微粒子に着目した
場合、コア粒径が小さくグラフト鎖長が長い
複合微粒子は、コア粒径が大きくグラフト鎖
長が短い複合微粒子に比べ、体内動態が非常
に優れていることがわかる。サイズ効果のみ
ならず、他の構造因子も重要であることを示
す実験的証拠である。 

ビニルベンジルフタルイミドを用いて
LPR を行うことで、アミノ基を含有する複合
微粒子の合成に成功した。これにより高濃度
で Cy5.5 を含有した複合微粒子を合成するこ
とに成功し、蛍光イメージングに供すること
が可能となった。担癌マウスのイメージング
において、複合微粒子の優れた血中滞留性の
結果、EPR 効果により複合微粒子が選択的に
腫瘍組織に集積することを確認した（図 2）。 
（３）ポリマーブラシ付与酸化鉄ナノ粒子の
合成と応用：酸化鉄ナノ粒子表面からの重合
特性について検討するために、先ず、メタク
リル酸メチル（MMA）の重合を行った。重
合時間に伴いモノマー転化率は増加し、分子
量はコンバージョンの増加に伴い比例的に
増加した。また、フリーポリマーと酸化鉄ナ

ノ粒子から切り出したグラフトポリマーの
分子量はほぼ一致し、いずれも小さな分子量
分布指数を示した。さらに、グラフト密度は
重合時間によらず、グラフト密度は 0.7 
chains/nm2 程度であり、濃厚ブラシ領域に達
していることが分かった。これらの結果から、
酸化鉄ナノ粒子表面において、構造の明確な
ポリマーが高密度にグラフトされ、これまで
に行われた酸化物微粒子表面からのリビン
グラジカル重合と同様に重合が進行してい
ることが明らかとなった。ポリマーブラシ付
与酸化鉄ナノ粒子の磁化率の磁場、温度依存
性 を SQUID （ Superconducting Quantum 
Interference Device）磁束計を用いて行った。
試料として、PMMA 付与酸化鉄ナノ粒子
（PMMA-Fe3O4）、PPEGMA 付与酸化鉄ナノ
粒子（PPEGMA-Fe3O4）、未処理の酸化鉄ナノ
粒子を用いた。5K と 300K で測定した磁化率
の磁場依存性は、試料間において大きな違い
は無く、300K においてヒステリシスはなく
超常磁性を示していることが明らかとなっ
た。また、いずれの試料においても、5K に
おける飽和磁化と保磁力はそれぞれ 100 
emu/g-Fe と 400 Oe であった。これらの結果
は、ポリマーブラシを付与したとしても、ナ
ノ粒子の磁気特性にほとんど影響を与えな
いことを示している。 
 ポリマーブラシ付与酸化鉄ナノ粒子の肝
臓での取り込まれやすさを評価するため、肝
臓の病理組織学的評価を行った。生理食塩水
を用いて濃度を 1.9 wt%に調整した複合粒子
の溶液を、マウスに尾静脈内投与した。投与
３日後に犠牲死させ、摘出した肝臓をホルマ
リン固定後、パラフィン包埋、薄切し、プル
シアンブルー染色およびヘマトキシリン・エ
オシン染色した。肝臓の病理組織学的評価の
結果、グラフト鎖長の短い試料を作用させた
場合には、プルシアンブルーでよく染色され、
さらに、ヘマトキシリン・エオシン染色で肝
臓マクロファージ（クッパー細胞）が褐色状
に染色されることから、酸化鉄ナノ粒子（複
合粒子）が貪食されたことが示された。一方、
グラフト鎖長の長い試料を用いた場合には、
染色はほとんど確認されず、正常なクッパー
細胞が多く見られ貪食作用はほとんど認め
られなかった。この結果から、グラフト鎖分
子量の違いによりポリマーブラシ付与酸化
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図１．ポリマーブラシ付与シリカ微粒子
の血中滞留性 

 
 
図 2．ポリマーブラシ付与蛍光微粒子に
よるガン組織のイメージング 



鉄ナノ粒子の肝臓への蓄積性が異なること
が確認できた。 

 125I で標識したポリマーブラシ付与酸化鉄
ナノ粒子分散液を、担癌マウスの尾より静脈
内投与し複合粒子の血中残存率を求めた。ま
た、投与２４時間後に担癌マウスを犠牲死さ
せ、摘出した各臓器の放射活性を測定し、複
合粒子の体内分布を評価した。血中残存率の
結果、分子量 11,000 の poly(PEGMA)をグラフ
とした酸化鉄微粒子(粒径 = 20 nm)では投与
直後から残存率が低下する一方で、分子量 
109,000 をグラフトした酸化鉄ナノ粒子では、
投与２４時間後まで高い血中残存率（約
50%）を維持し、血中滞留性に優れることを
示した。つまり、分子量の大きいポリマーを
付与した酸化鉄ナノ粒子の方が、血中滞留性
に優れることを示しており、これは、これま
でに報告したポリマーブラシ付与シリカ微
粒子の体内動態の結果と一致する。また、体
内分布では、投与２４時間後の組織中蓄積率
で肝臓に８～１８％、脾臓に１～２％の蓄積
が確認された。従来の酸化鉄系造影剤の投与
１時間後の肝細網内皮系への集積率は約８
０％であることから、本系の複合粒子の肝臓
および脾臓への集積率は極めて低いことが
確認できた。また、分子量 109,000 をグラフ
トした酸化鉄ナノ粒子の投与２４時間後の
重量あたり組織中蓄積率では、腫瘍への蓄積
性が高く、肝臓および脾臓への蓄積性は低い
ことが示された。これらの結果から、グラフ
ト鎖分子量が大きい複合粒子は、血中滞留性
が延長され、EPR 効果により腫瘍への集積性
が上昇することが確認できた。 

 血中滞留性に優れた複合粒子（酸化鉄ナノ
粒子の粒径 = 20 nm、分子量 = 109,000）を用
いて MRI 実験を行った。麻酔下の担癌マウス
（８週齢、BALB/c 雌マウス）を MRI 装置に
セットし、左大腿部の腫瘍に対して位置決め
（投与前）撮影を行った後、複合粒子の生理
食塩水による分散液（100 µM-Fe/kg, 100 µL）
を尾静脈投与し、同腫瘍の撮影を経時的に行
った。その結果、グラジエントエコー法測定
により撮像した T2 強調画像（図３）が示すよ
うに、複合粒子の投与前には白色画像として
撮影された腫瘍が、投与２４時間後の撮影で
は腫瘍内部が全体的に陰影され、特に一部は
完全な陰影効果が認められた。この結果から、
複合粒子は腫瘍に集積することで、T2短縮効
果を発揮し信号強度を低下させることが示
された。よって複合粒子は、コントラストを
強調させる MRI 造影剤として実用的に機能
することが確認できた。 
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