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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ナノメートルサイズのバイオマテリアルとして多くの成果を上げてきた疎
水化多糖ナノゲルの機能を、ボトムアップ型プロセスによってマイクロメートル以上のサイズを必要とする研究分野へ
発展させることである。本研究では分解性架橋剤を用いることで、生分解性の高いナノゲル架橋マイクロスフェアの調
製に成功した。さらに薬物封入ナノゲル架橋マイクロスフェアは、薬物単独ではなく、薬物封入ナノゲルを放出すると
いうことが確認された。これは従来の高分子架橋マイクロスフェアでは見られない現象であり、新しい徐放デリバリー
システムを生み出す可能性のある薬物キャリアであることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Bottom-up approach expanding attractive characters of nanometer-sized drug 
carriers into multifunctional drug delivery system is important for the next generation of biomaterials. 
Self-assembled nanogels have been known as one of the most beneficial nanometer-sized drug carriers. In 
this study, nanogel-cross-linked (NanoClik) microsphere was prepared through cross-linking of nanogels 
and demonstrated the application for drug delivery systems, in which micrometer-sized materials are 
needed. The most interesting characters of the NanoClik microspheres is that "drug-loaded nanogels" were 
released from the NanoClik microspheres following the hydrolysis of their cross-linker moieties.
These system could be used to achieve the sustained delivery of drugs through the effective association 
of nanogels. These findings therefore suggest that NanoClik microspheres have high potential in terms of 
their application to the field of the nanocarrier-based material science.

研究分野：ドラッグデリバリーシステム
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１．研究開始当初の背景 
 近年のナノテクノロジーの発展は目覚ま
しく、リポソームや高分子ミセルのようなナ
ノサイズのマテリアルはドラッグデリバリ
ーシステム（DDS）における中心的なキャリ
アとして研究されてきた。現在ではこれらの
ナノテクノロジーを基盤として確立されて
きた DDS キャリアを構成単位として、その
ナノメートルサイズのキャリアの特性を生
かしながら、より幅広いサイズ領域をカバー
できるバイオマテリアルの創出が期待され
ている。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、親水性多糖に疎水基を部分的
に修飾した疎水化多糖をナノメートルサイ
ズのマテリアルとして扱った。疎水化多糖は
水中で疎水性相互作用によって、自発的に数
分子が集合し、ナノサイズのゲル（ナノゲル）
を形成する。この疎水化多糖ナノゲルは、タ
ンパク質と容易に複合化し、ナノメートルサ
イズのバイオマテリアルとして、癌免疫療法
など多くの成果を上げてきた。現在では、こ
の性質をマイクロメートル以上のサイズを
必要とする研究分野へ展開することが期待
されている。そのため過去に疎水化多糖ナノ
ゲル同士を架橋する試みがなされ、調製時の
量論比を変化させる検討が行なわれていた
［Colloid Surf. B-Biointerfaces 99（2012）38］。
しかしながら、この方法で形成・制御できる
ナノゲル架橋材料は、数 mm以上のマクロな
ゲルであり、サブミクロンからマイクロメー
トル以上のサイズのナノゲル架橋材料の調
製や、それらのサイズ制御には成功していな
かった。 
 本研究では、疎水化多糖ナノゲルをエマル
ション中で架橋するというボトムアップ型
プロセスによって、ナノゲル架橋マイクロス
フェアを開発し、マイクロメートル以上のサ
イズを必要とする DDS へ発展させる検討を
行った。ここで他の研究者らによってポリ乳
酸-グリコール酸共重合体（PLGA）マイクロ
スフェア等の研究によって、免疫療法では抗
原単独よりもマイクロメートルサイズの粒
子に封入・徐放したほうが、強い免疫が誘導
されることが実証されている［Adv. Drug 
Deliv. Rev. 61（2009）205］。これは抗原単独
では直ちに消失するリンパ節への供給を、キ
ャリアを使って連続的に行い効果を上げる
“徐放”という典型的な DDS の概念による
ものである。本研究では、それ単独でも免疫
DDS キャリアとして有効なナノゲルの特性
を、マイクロメートルサイズのキャリアでも
発揮させることによって、長期徐放性を与え
ることが主な目的である。 
 これまでの研究によってナノゲル架橋マ
イクロスフェアの調製方法については概ね
確立していたが、その分解性が低く、DDSキ

ャリアとしての特性を評価することが難し
かった。そこで本研究では最初に分解性架橋
剤の検討を行い、免疫 DDS キャリアとして
の特性について評価した。 
 
 
３．研究の方法 
 
 ナノメートルサイズのバイオマテリアル
として、アクリロイル基（OA）とコレステロ
ール基（CH）とローダミンを修飾したプルラ
ン（P）からなる疎水化多糖ナノゲル（CHPOA
ナノゲル）を用いた。分解性架橋剤として、
チオール基（SH）を含むペプチドや核酸を修
飾したポリエステルグリコールを調製し、用
いた。また従来より使用している末端がチオ
ール化されたポリエステルグリコール
（PEGSH）も比較のために用いた。ナノゲル
架橋マイクロスフェアは、CHPOA ナノゲル
と架橋剤を water-in-oil（W/O）エマルション
中の水相で混合・架橋し、油相と界面活性剤
を適切な方法で除去することによって調製
した。分解性の確認はリン酸緩衝生理食塩水
（PBS）とマウス血清、マウス細胞とそれぞ
れ混合し、共焦点顕微鏡によって評価した。
またマウス皮下での分解性も同様に評価し
た。DDSへの応用では、モデル抗原タンパク
質である ovalbumin（OVA）を封入したナノ
ゲル架橋マイクロスフェアを調製し、マウス
への皮下投与後のリンパ節へのデリバリー
を共焦点顕微鏡によって評価した。さらに
OVA 封入ナノゲル架橋マイクロスフェアを
皮下投与することによる血清中の抗体産生
も評価した。最後に学術的に重要なナノゲル
架橋マイクロスフェアの詳細な構造や特性
について Stimulated emission depletion（STED）
顕微鏡と加水分解実験によって確認した。こ
こでナノゲルへの OVA の封入はサイズ排除
クロマトグラフィーによって確認を行った。 
 

 

 
 



４．研究成果 
 
（１）分解性架橋剤の検討 
 
 研究開始当初は核酸やペプチドを用いた
分解性架橋剤を調製することを試みたが、こ
れらの分解性架橋剤を用いた場合、ナノゲル
架橋マイクロスフェアを調製することは困
難であった。しかしながらこの過程で、ポリ
エステルグリコールの末端にシステインを
導入した PEG-Cys を調製し、この PEG-Cys
を用いると再現性よくナノゲル架橋マイク
ロスフェアを調製できることを見いだした。
この PEG-Cys を用いて調製したナノゲル架
橋マイクロスフェアは、従来の PEGSH を用
いたナノゲル架橋マイクロスフェアと比べ
て、PBS中での分解性は変化しないが、マウ
ス血清と撹拌した場合、マイクロスフェアが
容易に破壊されることが明らかとなった。さ
らマウス細胞（マウス由来マクロファージ）
と共存させて培養した場合、細胞質中のナノ
ゲル由来の蛍光が有意に上昇したことから、
PEG-Cysを用いて調製したナノゲル架橋マイ
クロスフェアは、細胞によって分解可能であ
ることが分かった。またこれらの現象はマウ
スの皮下でも同様に確認され、PEG-Cysを用
いて調製したナノゲル架橋マイクロスフェ
アは、マクロファージをはじめとする細胞に
分解され取り込まれている様子が確認され
た。 
 
 
（２）DDSへの応用 

 

PEG-Cysを用いて調製したナノゲル架橋マイ
クロスフェアによるリンパ節への OVA のデ
リバリー 
 
 コレステロール修飾プルラン（CHP）は免
疫 DDS キャリアとして有効であることは従
来の研究より明らかとなっている。今回は
OVA を封入した CHP ナノゲルとナノゲル架
橋マイクロスフェアについて皮下投与後の
リンパ節へのOVAのデリバリーを評価した。
結果より 1 日後では、従来の研究通り CHP
ナノゲルにおいて最も高いリンパ節への送

達が確認された。一方で 2 週間後では、
PEG-Cysを用いて調製したナノゲル架橋マイ
クロスフェアが最も高かった。以上の結果か
らナノゲル架橋マイクロスフェアは、ナノメ
ートルサイズのナノゲルでは不可能であっ
た、数週間以上の徐放デリバリーが可能であ
ることが明らかとなった。また抗原封入ナノ
ゲル架橋マイクロスフェアの免疫反応につ
いては、分解性の低い PEGSH よりも、
PEG-Cysを用いた方が、より高い抗体産生が
得られるということが明らかとなった。 
 

 
（３）詳細な構造 
 
 最後に本研究の成果を総括し、学術論文と
して発表するために、ナノゲル架橋マイクロ
スフェアの構造について詳細に検討を行っ
た。このときナノゲル構造を持たないプルラ
ン架橋マイクロスフェアを同時に調製し、比
較を行った。STED 顕微鏡とは最大で 50 nm
の解像度をもつ蛍光顕微鏡であり、従来の共
焦点顕微鏡よりも高い分解能によって観察
できる。本系では常温常圧の水中において、
プルラン架橋マイクロスフェアでは見られ
なかったナノゲル架橋マイクロスフェア中
のナノゲル構造の観察に成功した。さらに
OVA 封入ナノゲル架橋マイクロスフェアに
ついて加水分解実験を行い、その分解物につ
いて詳細に検討したところ、プルラン架橋マ
イクロスフェアでは、OVAが単独でリリース
されるのに対し、ナノゲル架橋マイクロスフ
ェアでは、OVA封入ナノゲルがリリースされ
るということが分かった。この特長によって
マイクロスフェアからリリース後もナノゲ
ルの免疫 DDS キャリアとしての特性が反映
されることが考えられる。現在までに研究さ
れてきた他のマイクロスフェアと比較して
も、免疫 DDS キャリアとして有効であるこ
とが知られているナノメートルサイズの
“DDSキャリアをリリース”しているという
点で大変ユニークなマテリアルであると考
えられる。 
 
 
（４）結論 
 本研究によって分解性架橋剤を使用する
ことによって、従来から調製されてきたもの
よりも分解性の高いナノゲル架橋マイクロ
スフェアを開発することに成功した。またナ
ノゲル架橋マイクロスフェアは DDS キャリ
アを徐放できる点において今迄に無いマテ
リアルであることが明らかとなった。本研究
を基礎とした今後の発展によって、ナノゲル
架橋マイクロスフェアは、インジェクタブル
な薬物の長期徐放や、徐放速度の制御、多段
階の徐放、ナノゲルの特性による体内分布の
制御などの実現が期待される。 
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