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研究成果の概要（和文）：局所加温による温度変化、細胞内小胞の低pHに注目した２段階温度、pH応答性ブロッ
クポリマーを設計し、抗がん剤のドキソルビシンを内包させてミセル化し、がん細胞選択的な取り込み、および
細胞取り込み後の薬物放出が可能なドラッグキャリアを創製した。このポリマーミセルは、体温よりも少し高い
温度で相転移することで、細胞取り込み量が増加した。細胞毒性への温度の影響を調べたところ、42°Cでは37
°Cに比べて有意な細胞毒性を示した。温度変化による細胞取り込みコントロールと細胞内小胞の酸性環境を認
識しドキソルビシンを効率良く放出する２段階の応答機能を持ち、がん細胞に対して有効な作用を示した。

研究成果の概要（英文）：We report a polymeric micelle drug delivery system, which enables selective 
intracellular uptake with external thermal stimulation, and effective release of a drug at internal 
acidic endosomal pH. We developed dual temperature- and pH-responsive polymeric micelle encapsulated
 anti-cancer agent, doxorubicin (DOX). The resultant micelle exhibited a temperature-dependent phase
 transition at a temperature slightly higher than body temperature, and intracellular uptake of 
encapsulated DOX was accelerated above phase transition temperature. The cytotoxicity of doxorubicin
 (DOX)-loaded dual temperature- and pH-responsive micelles against human cervical cancer HeLa cells 
was significantly greater at 42 °C than at 37 °C, This proof-of-concept synergistic two-step 
delivery system with enhanced intracellular uptake upon external thermal stimulation and rapid 
release of DOX at internal acidic endosomal pH was effective against tumor cells in vitro.

研究分野： 物理系薬学
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１．研究開始当初の背景 
 体内に投与された薬物は、代謝や排出作用
により短時間で体外に放出されてしまい、長
時間にわたって治療有効濃度に保つことは
きわめて難しい。また、薬物自体が選択性を
もたないために、正常組織にも影響を及ぼす
ことで副作用が出てしまう。ドラッグデリバ
リーシステム（DDS）は、このような問題を
克服するための技術であり、体内での薬の徐
放、病態組織への局所的輸送を制御するシス
テムである。高分子ミセルやリポソームはド
ラッグキャリアとして開発されており、長時
間の血中安定性を達成してきたが、その反面、
病態細胞内への取り込み効率が低くなると
いう問題が生じた。これを解決する方法とし
て、外部刺激によって、病態組織で局所的に
薬物を放出させる方法や、特定の病態細胞へ
の取り込みをコントロールする技術がある。
高分子化学の発展によって、温度、pH、酸化
還元、光、超音波などの外部刺激に応答して、
その構造性質を大きく変化させるインテリ
ジェント高分子の合成やその応用研究が盛
んに行われ、DDS 研究の発展にもそれらが大
きく貢献している。また、ポリマーの精密合
成法も進歩を遂げており、任意の分子量に制
御して、グラフト、ブロック、ほし型などの
制御された構造のポリマーを得ることが可
能となっている。 
 このように刺激応答性ポリマーの発展が
著しいにもかかわらず、これまでの外部刺激
応答型のドラッグキャリアは、１つの刺激に
応答して薬物の放出、もしくは、細胞取込を
コントロールするというような単一の応答
性を制御するものであった。 
 
２．研究の目的 
 抗がん剤のような薬物で言えば、がん細胞
に選択的に取り込まれ、細胞内部で抗がん剤
を放出するというように、標的細胞の特定の
オルガネラで薬物を放出するかが重要とな
ってくる。このようなドラッグデリバリーシ
ステムを構築できれば、副作用の軽減、抗が
ん剤の効果を高めることが可能である。この
ような背景から、ポリマーの精密合成により、
DDS 応用を目的とした新規２段階温度、pH
応答性ポリマーを論理的に創製し、今までに
ない画期的な DDS システムを構築すること
を目的とした。本研究では、局所加温による
温度上昇に応答してがん細胞選択的に取込
が促進され、細胞内酸性小胞の pH に応答し
て薬物を放出するというように二段階で、薬
物のデリバリーを時空間的にコントロール
することが可能なドラッグデリバリーキャ
リアを開発する（図１）。 
 
３．研究の方法 
図 2 に示す温度応答性の親水性セグメント
に Poly(NIPAAm-co-N,N-dimethyl- 
acrylamide)、pH 応答性の疎水性セグメン
トに poly[2-(diisopropylamino)ethyl  

 

図１ ２段階温度、pH 応答性ポリマーミセル
によるドキソルビシンデリバリーのイメー
ジ図 
 
methacrylate]からなる両親媒性ブロック
コポリマー(PDP-b-ND)を合成した。 
また、 pH 応答性のない Poly(buthyl 
methacrylate)を疎水性セグメントとして、
温度応答性のみを持つ両親媒性ブロック子
ポリマーを合成した(PBM-b-ND)。 ポリマ
ーの分子量、共重合組成はサイズ排除クロ
マトグラフィーおよび 1H-NMR によって
評価した。透析法によってミセルを形成さ
せ、抗がん剤のドキソルビシンを内包した。
相転移温度は温度変化に対する光透過率、
粒子径は動的光散乱法によって求めた。 
ドキソルビシンを内包した PDP-b-ND お
よび PBM-b-ND を用いて、培養温度によ
るヒト子宮頸癌由来（HeLa）細胞への取
り込み能について、蛍光顕微鏡により観察
した。また MTT アッセイにより 37 °C お
よび 42 °C における細胞毒性を評価した。 

 

図２ PDP-b-NDおよびPBM-b-NDの構造
式 



４．研究成果 
図３に示すように、PDP-b-ND は pH 7.4, 
6.4 では体温より少し高い温度（38 °C〜
39 °C）で光透過率が急激に下がった。これ
は、ミセル表面の温度応答性ポリマーが温
度上昇とともに親水性から疎水性に相転移
したためである。pH 5.4 になると、42 °C
よりも高い温度で相転移が見られた。これは、
pH 応答性ユニットがカチオン性となり親水
性が高くなることで、温度応答性ユニットの
相転移温度が上昇したと考えられる。
PBM-b-NDはpH応答性ユニットの代わりに
疎水性ユニットとして PBMA を用いている
ために pH による変化はなかった。また、こ
れらの温度応答性は可逆的であった。 

(a) 

(b) 

 

図３ 温度変化に伴い変化する 0.5w/v% (a) 
PDP-b-ND, (b) PBM-b-ND ポリマーミセル
溶液の光透過率 
 
 相転移温度とミセルの水中粒径の関係を
評価するために、動的光散乱法により温度
変化に対する流体力学的径を測定した（図
４）。PDP-b-ND は pH 7.4, 6.4 の時に、37 °C
では 50 nm 程度であり、単分散で PBS バ
ッファー中に存在していることが考えられ
る。 
42 °C では急激にサイズが増加しており、
相転移によりミセル表面が疎水性となり、
疎水性相互作用によって、凝集しサイズが
大きくなったと考えられる。PBM-b-ND は
pH に関係なく、同じように 37 °C では単分
散、42 °C では凝集しサイズが増大する挙
動を示した。PDP-b-NDはpH 5.4では37 °C、 
42 °C どちらの温度でも 9 nm 程度であり、
ミセルが崩壊し、ポリマー単体としての大

きさが観察されたと考えられる。コア部分
がカチオン性となり親水性になっていくこ
とで、ミセルを形成する力が弱くなったため
だ と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 結 果 よ り
PDP-b-ND は温度に応答して、親水性から疎
水性に相転移する性質と pH に応答してミセ
ルを崩壊させ、内包している薬物を放出でき
る性質を持つことが示された。 
 

 
図４ 動的光散乱法により測定したミセルの
流体力学的径 
 
 温度による細胞取り込み能を調べるため
に、37 °C および 42 °C で HeLa 細胞にイン
キュベーションし、蛍光顕微鏡により観察し
た（図５）。 

 

図５ 37 °C と 42 °C で PDP-b-ND および 
PBM-b-ND を HeLa 細胞にインキュベーシ
ョンした時の蛍光顕微鏡画像 
 
 



 PDP-b-ND、PBM-b-ND どちらにおいて
も、相転移温度以下の 37 °C では細胞内へ
の内包ドキソルビシンの取り込みは弱く、
相転移温度以上の 42 °C では細胞取り込み
の増大が見られた。これは相転移温度以上
になるとミセル表面のポリマー鎖の疎水性
度が増すために、細胞への取り込みが増大
したと考えられる。 

 
図６  ドキソルビシンを内包した (a) 
PDP-b-ND、(b)PBM-b-ND の細胞毒性に
対する温度の影響（n = 3）  
 
 MTT アッセイによって、細胞毒性への
温度の影響を調べた（図６）。PDP-b-ND
の場合、42°C では 37°C に比べて有意な細
胞毒性を示した。また、疎水性ブロックに
pH 応答性のない温度応答性だけを持つ
PBM-b-ND では、細胞取り込みは 42°C で
増加するものの、細胞毒性は有意な差は見
られなかった。これらのことから、温度応
答性による細胞取り込みの促進と細胞に取
り込まれた後の pH 低下に伴うミセルの崩
壊が細胞毒性に大きく寄与していることが
わかった。そのため、このポリマーミセル
は温度変化による細胞取り込みコントロー
ルと細胞内小胞の酸性環境を認識し内包す
るドキソルビシンを効率良く放出する２段
階の応答機能を持ち、加温した部位選択的
に抗がん剤を効率良く送達できる可能性を
持つ。そのため、ハイパーサーミアとこの
ドキソルビシン内包ポリマーミセルを組み
合わせることで、副作用の低減、抗がん剤
による治療効果がより増大する可能性を持
つ。 
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