
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

若手研究(B)

2014～2013

ポリ乳酸のホモ/ヘテロステレオコンプレックス形成を駆動力とするナノ粒子の創製

Fabrication of self-assembled nanoparticles using homo/hetero-stereocomplex 
formation of poly(lactide)

００５２７２３６研究者番号：

赤木　隆美（AKAGI, Takami）

大阪大学・臨床医工学融合研究教育センター・特任研究員（常勤）

研究期間：

２５７５０１７４

平成 年 月 日現在２７   ９ ２９

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：ポリ（γ-グルタミン酸）（γ-PGA）の側鎖カルボキシル基にポリ（L-乳酸）（PLLA）およ
びポリ（D-乳酸）（PDLA）をそれぞれ導入したγ-PGA-PLLAおよびγ-PGA-PDLAグラフト共重合体より、PLAのステレオ
コンプレックス（SC）形成を駆動力とするナノ粒子を調製した。得られたSCナノ粒子は、γ-PGA-PLLAのみからなるホ
モ粒子と比較して高い熱力学的安定性、加水分解耐性を示した。また、ワクチン抗原を内包したSCナノ粒子は優れた免
疫誘導効果を示し、蛋白質やペプチドキャリアとしての有用性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Self-assembled nanoparticles (NPs) composed of poly(γ-glutamic acid) (γ-PGA) as 
a hydrophilic backbone and enantiomeric poly(lactide) (PLA) as a hydrophobic side chain were prepared 
using stereocomplex (SC) formation of PLA. The γ-PGA-PLA SC NPs exhibit a lower critical aggregation 
concentration (CAC) as well as stronger kinetic stability compared with the corresponding isomer NPs. 
Moreover, mouse immunization with ovalbumin (OVA)-encapsulated SC NPs　predominantly induced OVA-specific 
cellular immunity. The findings suggest that the γ-PGA-PLA SC NPs are suitable for protein-based 
vaccines that are used to induce cellular immunity, such as for infectious diseases, cancer, allergies 
and autoimmune diseases.

研究分野： バイオマテリアル
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１．研究開始当初の背景 
高分子系ナノ粒子の調製には、高分子鎖の

分子間および分子内での相互作用による自
発的会合が粒子形成の駆動力として利用さ
れている。中でも、両親媒性高分子は、水溶
液中において疎水性部の会合と親水性部の
水への微視的な溶解に伴うミクロ相分離に
よって様々なナノ粒子 (ミセル、ナノゲル粒
子、ベシクル等)を形成し、疎水性薬剤、蛋白
質、ペプチド、遺伝子等のドラッグデリバリ
ーシステム (DDS)のキャリアとして応用さ
れている。ナノ粒子を薬物の徐放、細胞内デ
リバリーおよび体内動態制御のキャリアと
して用いるには、1) 安全性、2) 生理環境下
での安定性、3) 薬物固定化のための反応性官
能基 (COOH, NH2)の保持、4) 加水分解・酵
素分解性および薬物の放出挙動の制御など
のパラメーターを各薬物において精密に制
御する必要がある。しかし、疎水性会合を架
橋点としたミセル等においては、臨界会合濃
度 (CAC)以上では高い安定性を示すが、希釈
条件下においてはポリマーの解離が起こり、
生理的環境下での使用が制限される。そのた
め、粒子の化学架橋による安定化が試みられ
ているが、架橋後の粒子物性変化や、粒子間
での架橋が問題となり、粒子の安定性を向上
させる新たな手法の開発が求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ポリ乳酸 (PLA)のステレオコ

ンプレックス (SC)形成に着目し、ポリアミ
ン酸 (親水性)と PLA (疎水性)からなる両親
媒性高分子を用いて、SC 形成を駆動力とし
たナノ粒子の形成と機能について評価を行
った (図 1)。光学異性体である PLLA と
PDLA は 1 : 1 の SC 結晶 (ラセミ結晶)を形
成することが知られている。SC は PLLA お
よび PDLA 単独からなるホモ結晶と比較し
て物理的・化学的安定性に優れており、その
物性や分解性は SC の結晶化度に大きく依存
する。そのため、親水部として反応性官能基
を有するポリアミノ酸を用い、コアの形成に
PLA SC を利用することで、安定性、薬物担
持、分解性を制御可能な新規 DDS キャリア
の創製が期待される。また、PDLA は L-配置
ペプチドとhetero-SCを形成することが報告
されており、ポリアミノ酸-PDLA とペプチド
間で形成されるhetero-SCを粒子形成の駆動
力とペプチド担持に利用した新規ペプチド
キャリアを開発した。 

図1. PLA SC形成を駆動力としたナノ粒子形成の模式図 
 

３．研究の方法 
ポリ乳酸の SC および hetero-SC 形成を駆
動力としたナノ粒子を調製し、安定性、薬物
担持／放出、分解性等を解析し、薬物キャリ
アとしての機能を評価した。 
 

(1) ポリ (γ- グルタミン酸 ) －ポリ乳酸
(γ-PGA-PLA) グ ラ フ ト 共 重 合 体
(γ-PGA-PLLA および γ-PGA-PDLA)を合成
し 、 PLA SC コ ア か ら な る
γ-PGA-PLLA/PDLA ナノ粒子を調製した。 
 
(2) γ-PGA-PLLA/PDLA ナノ粒子の物性 (粒
径、SC 結晶化度、安定性、分解性、薬物担
持能)を評価し、SC 結晶化度の違いによる物
性制御を行った。 
 
(3) 得られた蛋白質内包ナノ粒子の細胞内取
込みおよび動態を評価し、ワクチンキャリア
としての有効性をマウス免疫実験により評
価した。 
 
(4) γ-PGA-PDLA とペプチド間の hetero-SC
形成を利用したナノ粒子を調製し、ペプチド
担持/放出挙動を検討し、ペプチドキャリアと
しての機能を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) γ-PGA-PLLA/PDLA ナノ粒子の調製と物
性評価: γ-PGA の側鎖カルボキシル基に末端
アミンのポリ(L-乳酸) (PLLA)およびポリ(D-
乳 酸 ) (PDLA) を そ れ ぞ れ 導 入 し た
γ-PGA-PLLA および γ-PGA-PDLA グラフト
共重合体を合成した。得られた γ-PGA-PLLA
と γ-PGA-PDLA の混合溶液 (溶媒：DMSO)
を水に添加することでナノ粒子の形成が認
められ (粒径 100-300 nm) (図 2)、X 線回折 
(XRD) 測 定 に よ り 、 粒 子 内 部 に は
PLLA/PDLA からなる SC が形成されている
ことが明らかとなった。得られた SC ナノ粒
子は、γ-PGA-PLLA のみからなるホモ粒子と
比較して高い熱力学的安定性を示し、この安
定性は粒子の SC 結晶化度に依存していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. γ-PGA-PLLA/PDLA ナノ粒子 (PLA content 55-60 
wt%のγ-PGA-PLLAおよびγ-PGA-PDLAを使用)の透過

型電子顕微鏡写真。 
 
(2) 蛋白質キャリアとしての機能評価 : 
γ-PGA-PLLA と γ-PGA-PDLA からなる SC
ナノ粒子の蛋白質・ペプチドキャリアとして

 : ポリ（L-乳酸）（PLLA）: ポリ（γ-グルタミン酸）（γ-PGA）

: ポリ（D-乳酸）（PDLA）

γ-PGA-PLLA

γ-PGA-PDLA

ポリ乳酸（ホモ）ステレオ
コンプレックス（PLA SC）

PLLAとPDLA間のファンデールワールス力
によるステレオコンプレックス（SC）形成

コアがPLA SCからなるナノ粒子

PDLAとペプチドのhetero-SC形成を利用したナノ粒子調製

L-ペプチド



の機能を評価した。SC ナノ粒子は、粒子内
部に蛋白質を効率よく内包することができ、
また粒子表面に存在するカルボキシル基を
利用することで、ペプチドを化学固定により
担持させることが可能であった。卵白アルブ
ミン  (OVA) を内包した SC ナノ粒子 
(OVA-SC NPs)と γ-PGA-PLLAのみからなる
OVA 内包粒子 (OVA-L NPs)の OVA 放出挙
動を検討した結果、アルカリ条件 (pH10)に
おいて OVA 放出挙動に大きな違いが観察さ
れ、OVA-SC NPs では OVA 放出速度が遅い
傾向を示した。OVA-SC NPs では、粒子内部
に多くの SC が形成され、アルカリ加水分解
が抑制されたためだと考えられる。 
 
(3) 蛋白質内包ナノ粒子のワクチンアジュバ
ント機能: γ-PGA-PLA SC ナノ粒子のワクチ
ンキャリアとしての機能評価として、モデル
抗原である OVA を内包したナノ粒子を調製
し、樹状細胞によるナノ粒子の取込み、内包
OVA の細胞内分解挙動、マウス免疫実験によ
る免疫応答を調べた。粒径 200 nm の OVA
内包 SC ナノ粒子は樹状細胞に効率よく取り
込まれ、細胞内での内包蛋白質の分解を抑制
することで、抗原特異的な細胞性免疫を優先
的に誘導できることが明らかとなった (図 3)。
PLLA の疎水性相互作用からなるナノ粒子に
比べ、SC ナノ粒子では、高い安定性、細胞
内での内包抗原の分解を抑制することが可
能であり、細胞性免疫を優位に誘導できる特
長を有していた。 

 
図 3. OVA-SC NPsのマウス皮下投与後のOVA特異的な

細胞性免疫の誘導効果。各サンプルをマウスに投与後、

脾細胞中の OVA特異的な IFN-γ産生細胞を ELISPOT に

より検出した結果、OVA-SC NPs では、他のアジュバン

ト (IFA)やOVA-L NPs よりも高いワクチン効果が認めら

れた。 
 
(4) Hetero-SC 形成を利用したナノ粒子の調
製: PDLA と L-ペプチドの hetero-SC 形成
を利用したナノ粒子調製を検討した結果、ア
セトニトリル中で γ-PGA-PDLA と L-ペプチ
ド (9 mer)を混合することでナノ粒子の形成
が確認され、新規ペプチドキャリアとしての
有用性を実証した。 
 
本研究では、PLA の SC 形成を会合体形成

の駆動力とした新規な生分解性ナノ粒子を

創製し、DDS としての応用の可能性を示した。
γ-PGA-PLA SC ナノ粒子は、ワクチンキャリ
アとして細胞性免疫を優位に誘導できる特
長を示した。このことより、がんや自己免疫
疾患などの細胞性免疫の選択的な誘導が求
められる免疫疾患に対する有用なキャリア
開発に繋がると期待される。 
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