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研究成果の概要（和文）：その溶液を体温へと加温するとゾル状態からゲルへと転移する，生分解性インジェクタブル
ポリマー(IP)はDDSや再生医療等への応用が期待されている。本研究では，凍結乾燥による粉末化が可能で，瞬時に溶
解でき臨床現場での用時調製が容易な生分解性IPシステムを開発し，それを用いてタンパク質の徐法製剤を開発した。
また、これまでの温度応答性IPシステムでは、体内注入後のゲルが高度に湿潤な環境下ではゾルに戻ってしまうという
問題があり、これを解決するため、温度に応答してゲル化したのちに化学架橋が進行して不可逆的なゲルを形成し、水
溶液中に放置しても長時間ゲル状態を維持するIPシステムを開発することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Biodegradable injectable polymers (IPs), which exhibit so-to-gel transition in 
response to temperature increase, are expected to be applied for biomedical materials such as drug 
delivery system or tissue engineering. In this study, we developed biodegradable IP systems showing 
powder morphology after freeze-drying and rapid solublization, to enable rapid on-site preparation of IP 
formulation at clinical scene. We then succeeded to provide IP formulation exhibiting sustained release 
of protein drug. On the other hand, previously reported biodegradable IP systems can easily go back to 
sol state in the presence much amount of water such as intraperitoneal space. To solve this problem, we 
also developed IP systems which exhibit irreversible gelation by covalent cross-liking after gelation in 
response to temperature increase. The IP systems showed longer duration of gel state in aqueous solution.

研究分野：機能性高分子化学
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１．研究開始当初の背景 
ある種のポリマー水溶液は，低温ではゾル

状態で，温度上昇に伴いゲル状態となるゾル-
ゲル転移を示す。中でも，室温と体温の間に
ゾル-ゲル転移温度を有し，生分解性を示すも
のは，注射により体内に容易に注入でき，そ
の場でゲル化するインジェクタブルポリマー
(IP)として期待されている。例えば，ポリ(乳酸
-グリコール酸)(PLGA)と PEGからなるトリブ
ロック共重合体(PLGA-PEG-PLGA)等，脂肪族
ポリエステルと PEGからなるブロック共重合
体は，温度応答型ゾル-ゲル転移を示す。従来
の生分解性 IPの問題点の一つは，ゲル状態で
の力学的強度が低いことであったが、我々は
この点に関して既に分岐構造化による解決策
を見出している 1)。 
従来の生分解性 IPの多くは常温で粘凋な液

体であり，生理食塩水に溶解させるのに非常
に時間を要する（８時間以上）ため，医療従事
者が臨床現場で用時調製することが困難であ
る。また溶液状態では加水分解するため，長
期保存安定性に問題があり，あらかじめ溶液
として出荷・保存することも現実的ではない。
我々は簡便に合成できる PLGA-PEG- PLGA
を用いて，凍結乾燥による固体化が可能で短
時間で水に溶解する製剤の開発を行い，スク
ロース等を添加すると，凍結乾燥・粉末化が
可能となり，溶解時間も著しく短縮できる（約
２時間）ことを見出している。 
２．研究の目的 
(1) 即時調製可能な IPの開発 
第一の目的は、これまでの生分解性 IP が，

水に溶解するのに数時間～数日を要し，臨床
現場で即時調製できない問題を解決すること
である。生分解性 IPの好ましい性質を保持し
つつ，凍結乾燥により粉末化でき，固体状態
で保存が可能で保存安定性に優れ，短時間で
水（溶液）に溶解が可能な IPシステムの開発
を行った。粉末状態の試料に水を加えて 1 分
以内で溶解し，注射器の針と滅菌フィルター
を容易に通過する低粘性の溶液となることを
目標とした。 
(2) 薬物徐放インジェクタブル製剤の開発 
第二の目的は、薬剤としてタンパク質を内

包した IP製剤を調製し，その有効性を明らか
にすることである。当初目的としては，骨形
成誘導タンパク質 Bone Morphogenetic Protein-
2 (BMP-2)を含有する製剤を開発し，骨再生誘
導能を評価する予定であったが。協力企業㈱
オステオファーマの事情により、この方向で
の研究が不可能となったため、タンパク質性
医薬品を含む一般薬物全般に対象を広げ、徐
放性製剤開発を行った。 
(3) 不可逆的ゲル化型温度応答性 IPの開発 
従来での生分解性 IPゲルは可逆的な非共有

結合による物理架橋ゲルであり，周囲に水が
豊富に存在する場合，平衡によりゾル化する
ためゲル状態の維持期間が短いという欠点が
ある。このため，腹腔内などの湿潤環境下に
おいてゲル状態を維持する期間の延長が課題

である。本研究では，温度が上昇時に物理架
橋に加えて化学架橋を形成する温度応答型 IP
製剤を開発し、湿潤環境下でのゲル状態の維
持期間の延長を試みた。 
３．研究の方法 
(1) ε-カプロラクトンとグリコール酸との共重
合体 (PCGA)と PEGとのトリブロック共重合
体 (PCGA-b-PEG-b-PCGA: CP-OH) を合成し，
これが乾燥状態で粉末性状を示す事を確認し
た。この CP-OHに種々の添加物を加え，水溶
液調製後に凍結乾燥し，サンプル性状や溶解
時間，添加物がゲル化科挙動に与える影響等
について検討した。 
(2)上記 IP 製剤をタンパク質性薬物徐放デバ
イスとして評価するため，ペプチドホルモン
GLP-1を選択し、CP-OHゲルからの放出挙動
を in vitroで検討した。また、ラットに皮下注
射して GLP-1 内包 CP-OH ゲルを形成させ、
血中濃度推移を ELISA法により追跡した。 
	 一方、水溶性低分子薬物の場合には，早期
に薬物放出起こるという問題がある。そこで，
IP ゲル中に薬物を物理的に内包するのではな
く，共有結合で IP に結合した IP 型高分子プ
ロドラッグを開発した。直鎖型ブロック共重
合体では，薬物結合箇所は分子の両末端のみ
に限定されるため，グラフト共重合体型 IPを
使用した。温度応答性グラフト型 IP である
P(GD-DL-LA)-g-PEGの側鎖の残存カルボキシ
ル基に，水溶性のモデル薬物としてレボフロ
キサシン (LEV) を結合したコンジュゲート 
[P(GD-DL-LA)-g-PEG/LEV] を合成し，その温
度応答性ゾル-ゲル転移やゲルの力学強度，薬
物放出について検討した。 
(3) CP-OH の両末端の水酸基をスクシンイミ
ド基に変換した CP-OSu を合成した。これと
CP-OHを混合した溶液と水溶性ポリアミン水
溶液を混合した製剤を調製した。この製剤は，
温度上昇に伴うゲル化時にOSu基とNH2基が
反応して，共有結合による化学架橋を生起で
きる。OSu 基は室温においてミセルコアに存
在するため，水相のポリアミンとは反応せず，
温度上昇に伴いコア部が露出して凝集する際
に NH2基と反応し，化学架橋を形成する。CP-
OH の両末端水酸基を COOH 基に変換した後
に NHS, DCC, DMAPと反応させ，CP-OSuを
得た。ポリアミンである Polylysine(PLys, 
MW=1,000-5,000)水溶液と CP-OSu/CP-OH 水
溶液を混合し，温度応答性ゾル-ゲル転移挙動
および水中に放置した後のゲル状態の維持期
間を調査した。	
４．研究成果	
(1) CP-OH に PBS を加え，加熱して溶解・冷
却して得たポリマー水溶液の温度応答性ゾル
-ゲル転移挙動を調べた。30wt%水溶液は，約
32℃でゲル化した。ポリマー水溶液を凍結乾
燥すると綿状固体が得られた。この綿状固体
に PBSを加えて撹拌したところ，凝集物の無
いシリンジ通過可能な懸濁液を得るのに約 10
分間を要した。次に，この綿状固体の再分散
性を高めるため，凍結乾燥時に PEGなどを添



加し，得られた綿状固体に PBSを加えて均一
な懸濁液が得られるまでに要する時間を検討
した。PEGを添加した場合，約 30秒撹拌する
ことで目視可能な凝集物の無いシリンジを通
過可能な白色懸濁液が得られた (図 1) 。得ら
れた PEG 添加 CP-OH 懸濁液 (30wt%)のゲル
化挙動をレオメーターにより調査した結果，
加熱溶解して調製したポリマー水溶液のゲル
化温度は約 28℃であるのに対し，PEG添加ポ
リマー懸濁液のゲル化温度は約 32℃であり，
やや転移温度が高くなるものの室温と体温と
の間でゲル化する性質は保持されていること
が確認された 2)。 
(2) GLP-1内包 CP-OHゲルからの，in vitroに
おける薬物放出では，約 4 日間に渡る徐放が
観測された。ラット皮下に GLP-1を含むポリ
マー溶液を注射しゲル化させ，血中濃度を追
跡したところ，初期の急激な濃度上昇が抑制
され、直接投与した場合に比較して長期間血
中濃度を維持できることが分かった。 

P(GD-DL-LA)-g-PEG/LEVの水溶液はP(GD-
DL-LA)-g-PEG 水溶液と同様に室温ではゾル
状態で，10wt%以上の濃度でゲルを形成した。
各ポリマーの 20wt%水溶液のレオメーター測
定を行ったところ， 37ºC における G’値は
1,600 Pa 程度で力学強度やゲル化温度は LEV
を結合していない場合と同程度の値であり， 
LEVの結合による大きな影響は認められなか
った。次に P(GD-DL-LA)-g-PEG/LEV ヒドロ

ゲルから LEV のリリースを観察した(図 2)。
その結果，P(GD-DL-LA)-g-PEG/LEVヒドロゲ
ルは PBS 中で約 10 週間にわたって持続的に
LEV を放出し， P(GD-DL-LA)-g-PEG ゲルに
LEVを直接内包した場合に比べて顕著にリリ
ース速度を抑制できることが分かった。 
(3)CP-OHと CP-OSuの 1: 1の混合物水溶液の
ゲル化温度は，約 34℃であった。CP-OH/CP-
OSu 混合物溶液と PLys 溶液を 25℃で溶液同
士を混合したのみではゲル化は起こらず , 
37℃に加熱すると約 1 分でゲル化した(図 3)。
さらに，そのゲルを冷却してもゲル状態を維
持していた。 このことから，この系のゲル化
が不可逆的であり，温度上昇に伴うゲル化の
際に化学結合を形成したことが示された。こ
のゲルを PBSに浸漬して 37℃に保ち，経時的
にゲル状態を維持しているかを調査した。そ
の結果, PLysもしくは CP-OSuを含まない CP-
OSu/CP-OH 水溶液や CP-OH/PLys混合水溶液
が 1 日以内でゾル化したのに対し, PLys を混
合した場合には 11 日間ゲル状態を維持して
いた。また，分子量の異なる PLysや末端にア
ミノ基を有する 4 分岐 PEG (4arm-PEG-NH2) 
を添加した場合にも，同様の現象が認められ
た。これらの結果より，CP-OH と CP-OSuの
混合溶液に対して，適当な水溶性ポリアミン
溶液を混合することにより，温度に応答して
不可逆的ゲルを形成し，水中でのゲル状態の
維持期間を著しく延長できることが示された。 
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