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１．はじめに

　親水性マクロモノマーと疎水性ビニルモノマーのラジカル共重合により、親水性コ

ロナ－疎水性コア型高分子ナノスフェアが合成できることを明らかにしてきた 1)。単

分散性を保ったままで、100 nmから数μmの範囲で粒径を制御することができ、分離・

精製も容易な超微粒子である。これまで、白金や銀等の貴金属コロイド触媒の担体 2-

5)、カルシトニンを例としてペプチド薬の経口 DDS6-10)、集積材料素材 11)、医療診断薬

への応用等についての研究を進めてきた。また、最近、ポリエンチングリコールマク

ロモノマーとスチレンの共重合体であるコア－コロナ型高分子ナノスフェアの構造

を、その超薄切片を透過型電子顕微鏡で観察し、また XPS分析により明確にしている
12)。本フォーラムでは、まずコア－コロナ型高分子ナノスフェアの合成と構造につい

て説明し、この微粒子を用いた DDS分野への応用から、“エイズウイルス捕捉とエイ

ズワクチン開発”を取り上げ紹介する。

２．コア－コロナ型高分子ナノスフェアの合成と構造

　1985年に、水溶性マクロモノマーとス

チレンのラジカル共重合を水／エタノ

ール混合溶媒で行うと球状の高分子微

粒子が生成することを初めて報告した
13)。水溶性マクロノモノマーは、一般的

に、水溶性モノマーを退化的連鎖移動剤

の存在下重合し、末端に連鎖移動剤由来の官能基（水酸基、カルボキシル基など）を

導入、次に、例えばクロロメチルスチレンとの反応により二重結合を高分子末端に導

入する手法で得られる。基礎研究を進めるために、マクロモノマーとして市販のポリ

エチレングリコール(PEG)マクロモノマー（末端はメタクリロイル基）と、市販の PEG

（片末端メトキシ基、片末端水酸基）にクロロメチルスチレンを反応させ末端をビニ

ルベンジル基としたものを用いてきた。また、疎水性モノマーにはスチレン(St)及び

メチルメタクリレート (MMA)を用いている。Scheme 1

にはナノスフェア生成メカニズムを示した 14)。水中で

はミセルが形成されるが、疎水性モノマーを溶解させ

るためにエタノールを加え、水／エタノール混合溶媒

中で共重合を行う。つまり均一系で重合は始まるが、 P
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図１共重合挙動
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図１共重合挙動

Scheme 1 ナノスフェア生成メカニズム
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生成するグラフト共重合体の背骨格は溶媒に溶解せず、高分子の秩序化を駆動力とし

て疎水性コア－親水性コロナが得られる。化学構造は疎水性幹－親水性枝型グラフト

ポリマーであり、PEGマクロモノマーと St の共重合体の場合、クロロホルムや DMF

に溶解し、分子量測定や NMR測定が容易に出来る。

　図 1には典型的な共重合挙動を示した。ラジカル重合であるが分子量は時間と共に

増大し、通常、均一重合で得られる場合と比較して、10倍の分子量のものを得ること

ができる 15)。また、分子量増加、収量、粒径は連動し、生長ラジカルは主として微粒

子コアに存在し長寿命であると予測される。重合率、分子量、粒径の重合時間依存性

を調べると全て同じ傾向を示し、明らかに通常のラジカル重合とは異なっている。疎

水性モノマーを生成した高分子ナノスフェアのコアに取り込みながら重合が進行す

ると考えると理解できる挙動が観測されることは興味深い。しかしながら分子量分布

は通常のラジカル重合と同様に広く、完全なリビング重合系とは異なることもまた明

らかである。

　何故、粒径分布が単分散性を持つことができるか疑問が

残っているが、単分散性を維持した条件での粒径に及ぼす

各パラメーターの影響を詳細に検討している（図 2）16,17)。

例えば、粒径の小さい微粒子が得られる場合は系全体で大

きな表面積を持つことになり、粒子を分散安定化させるに

足りるに充分な親水性マクロモノマーが存在している。

まとめると、この自己秩序化コア－コロナ型高分子ナノ

スフェアは次のような特徴を持っている。１）通常のラジカル重合で容易に得られ工

業化可能である。２）分離精製が容易で凍結乾燥によって固体（微粉末）が得られ安

定な状態で長期保存できる。３）単分散性を維持した状態で粒径を 0.1から 2～3ミク

ロンオーダーまで制御できる。４）高密度で高分子鎖が集積できる。５）コア、コロ

ナの高分子鎖が設計できる。６）水分散性が高く、生体分子固定化に相応しい機能を

持つ。

　次に構造に関して得られている知見を述べる。まず ESCA解析

（表面から約 10 nm程度の情報）から、親水性グラフト鎖がナノ

スフェア表面に集積していることが明らかである。最近、TEM観

察により直接マクロノモノマー由来の親水性

グラフト鎖の観察に成功した 12)。通常の生細

胞観察と同様の手法で行った。ナノスフェア

をエポキシ樹脂に包埋し、ミクロトームで超薄切片を切り出し、
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四酸化オスミウム蒸気で親水性の部分を染色し TEM 観察した例を図 3 に示す。マク

ロモノマーの分子量を変化させてナノスフェアを合成し詳細に検討した結果、ほぼマ

クロモノマー鎖一層が表面に集積していることが観察されている。図 4には想定され

る構造を示したが、当然ながらコアにも親水性鎖が存在し、いわゆる相分離構造（ミ

クロドメイン構造）を観察できる。

３．レクチン固定化ナノスフェアとエイズウイルス捕捉

　ヒト免疫不全ウイルス１型（HIV-1、俗称エイズウイルス）（図 5）

は粒径が約 100 nmの微粒子であり、表面は gp120といわれる糖タン

パク質で覆われている。この糖鎖部位にはマンノースが多く含まれ

ているために糖認識レクチンと強く相互作用することが知られてい

る。我々の研究グループは高分子ナノスフェアに糖鎖を導入し、高

分子ナノスフェア表面での糖－糖認識レクチンの相互作用を詳細に調べている 18-21)。

均一系の相互作用に比較して極めて強く相互作用することが明らかである。HIV-1 捕

捉を目的にすると、レクチ

ンを適当な大きさの高分子微粒子に固定することにより達成可能であると判断した。

100 nmのウイルス捕捉には数倍以上の粒径を持つナノスフェアが適当だと判断した。

まず、ポリメタクリル酸マクロモノマーとスチレンのラジカル共重合によりポリスチ

レンコア－ポリメタクリル酸コロナの高

分子ナノスフェアを合

成した。次に、マンノース結合性レクチ

ンであるコンカナバリン Aを水溶性カル

ボジイミドを用いて固定化した（図 6）。

図 7に示すように、HIV-1浮遊液にコンカ

ナバリンＡ固定化高分子ナノスフェアを加え、遠心分離し、上澄み液中の gp120量と

ウイルス感染価を測定した（図 8）22)。コンカナバリンＡを固定

化しない場合も高分子ナノスフェアの負電荷が作用し、静電的相互作用により若干の

HIV-1捕捉は可能であった。コンカナバリンＡを固定化した場合は 97％のウイルスが

捕捉されており、実験誤差を考えると恐らく 100％のウイルス捕捉が可能だと結論し

た。また、沈澱物の電子顕微鏡観察（図

9）23)も、効率良く HIV-1捕捉が達成され

ていることを示している。粒径 100 nmの

ウイルス表面に存在する糖タンパク質

gp120 の糖鎖（マンノース）を高分子ナ

ノスフェア表面のレクチンが認識し、捕

100 nm

gp120

gp41

p24

RNA

図5　ヒト免疫不全ウイルス1型
　　　(HIV-1)の構造

100 nm

gp120

gp41

p24

RNA

100 nm

gp120

gp41

p24

RNA

図5　ヒト免疫不全ウイルス1型
　　　(HIV-1)の構造

COO- COO - COO-

COO -ナノス
フェア

NH2

Con A

C

COO-

NH

NHC＝
O

O

Con A

Con A

WSC

50mM KH2PO410mM HEPES

Con A固定化ナノスフェア

図6　ナノスフェアへのレクチン（コンカナバリン A）の固定化
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図6　ナノスフェアへのレクチン（コンカナバリン A）の固定化
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図７　レクチン固定化ナノスフェアによるHIV-1捕捉A B C D
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捉さ

れたわけである。捕捉実験前にマンノースで相互作用部位を覆うとこのシステムが機

能しないこと、また、コンカナバリンＡがこれまでは最もウイルスの捕捉効率が良い

ことなども明らかにしている。さらに、実際に東南アジア、アフリカで使用すること

を想定し、粉末化や保存法も検討しているが、取り扱いが容易で極めて安定な HIV-1

捕捉システムが構築されている。

４．エイズウイルス捕捉高分子ナノスフェアを用いるワクチン

　実際に血液中にある HIV-1捕捉を考えた場合、糖鎖には特異性があっても、血液成

分に糖鎖を含むものが多くある場合には、目的とする HIV-1捕捉を我々の開発したシ

ステムによって切れ味良く行うことは極めて困難であろう。血液中なら、恐らくまず

赤血球と強く相互作用することが予想される。実際の生体系では捕捉システムを機能

させるにかなりの困難が予想される。このような背景から、エイズ治療・予防を広く

考慮し、HIV-1 捕捉高分子ナノスフェアの抗エイズワクチンへの発展応用を図った。

ワクチンは古くから行われている病原性のウイルスや細菌に対する予防方法である。

不活化あるいは弱毒化したウイルスや細菌、またはその構成成分や外毒素のタンパク

質などの免疫原を宿主に投与することにより、宿主が投与されたウイルスや細菌に対

する防御システムを整えることである。これまでに、破傷風、インフルエンザ、ポリ

オなどのワクチンが開発され現在使用されているが、HIV-1 に対するワクチンは未だ

開発されていない。この理由としては、ウイルスが激しく変異することや宿主の細胞

に潜伏感染することなどが挙げられる。血液中に HIV-1に対する抗体が存在していた

としても、宿主の細胞内に潜伏している HIV-1に作用することは不可能ということで

ある。これまでのエイズワクチンは血液中に多く存在する IgG抗体がよく調べられて

いたが、最近では、ウイルスや細菌の侵入ゲートである粘膜組織で機能する IgA 抗体

が注目されている 24,25)。つまり、消化器、呼吸器、生殖器などの粘膜面に IgA 抗体の

バリアーを設けようという方法である。粘膜組織で IgA 抗体を産生させるには、注射

による免疫原投与よりも粘膜組織を介した免疫原投

与が有効であると考えられ、経粘膜投与が一般的な

方法である 26)。親水性高分子を表面にもつコア－コ

ロナ型ナノスフェアを利用すれば、粘膜付着性の向

上が期待でき、粘膜上に免疫原を濃縮し、長時間提

示できれば間違いなく効果が高くなると考えた。エ

イズワクチンの免疫原となるペプチドを高分子微粒

子に結合させ用いることも可能であると考えられる

が、現在までのところ前項で示した HIV-1捕捉高分子ナノスフェアを免疫原として用

いて研究を進めている。

HIV-1を捕捉した
ナノスフェア

Con A固定化
ナノスフェア

図９HIV-1捕捉レクチン固定化ナノスフェアのSEM観察像
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　現在、HIV-1 の感染経路の大部分は性的

接触によるものであるので、HIV-1 侵入の

第一関門である膣粘膜において、抗 HIV-1

抗体が誘導できれば、有効な防御方法とな

りうる。HIV-1 捕捉高分子ナノスフェアの

免疫応答性について調べるため、熱処理に

より不活化した HIV-1を捕捉した高分子ナ

ノスフェアを免疫原として用い、図 10

に示すようなマウスでの免疫実験を行っ

た。その結果を図 11に示す。マウス膣洗

浄液中の HIV-1特異的 IgA および IgG を

ELISA を用いて検出したところ、レクチ

ン固定化ナノスフェアに捕捉された

HIV-1 を投与した群のみに高い IgA の誘

導が確認された。また、IgG の誘導はい

ずれの投与群においても認められなかっ

た。これは HIV-1 をレクチン固定化ナノスフェアに捕捉させることにより、HIV-1 の

免疫原性が高められ、一般的に免疫応答性が低いと言われている膣粘膜に IgA を誘導

できたものと推測できる 27)。このメカニズムは未だ不明であるが、レクチン固定化ナ

ノスフェアが粘膜組織における免疫応答に大きく関与していることは確かなようだ。

また、疫学的調査によれば、HIV-1 への暴露が頻回にあるにも関わらず感染に抵抗性

をもつ女性の膣液中には HIV-1特異的 IgA 抗体が有意に検出されていることも報告さ

れている 28-30)。これらの女性には HIV-1に感染した細胞を攻撃する細胞障害性 T細胞

（CTL）の関与も示唆されており、図 12に示すような IgA の役割だけで HIV-1への感

染を予防できるかどうかは分からない。しかしながら、性周期の影響を受けるものの

膣粘膜組織に HIV-1特異的 IgA 抗体の誘導を人為的に達成したことで、HIV-1 捕捉高

分子ナノスフェアが未だ開発されていないエイズワクチンへの展開が十分見込める

と思われる。また、最近、ワクチン投与をより普遍的に行うことを目的に、経鼻投与

を行った結果 31)、この方法によっても膣粘膜への IgA 抗体産生が認められた。経鼻投

与が抗原投与時の性周期の影響を受けず、また最終的には性別を問わず免疫可能であ

ることから、高分子ナノスフェアの特徴を生かした、より優れた粘膜免疫の普遍性の

高い投与経路であると考えている。
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　エイズウイルス捕捉とエイズワクチンの開発に関する研

究は、本学医学部付属難治性ウイルス疾患センターの馬場

昌範教授、（株）日本抗体研究所と共に行っている。また、

本講演要旨の大部分は、化学工業、Vol.52,No.9,41-47(2001)に記載したものである。
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