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略号と記号 

本論文中では、以下に示す記号を略語として用いた。 

3-AAmPBA 3-Acrylamidophenylboronic acid 

AIBN 2, 2’-Azobis(isobutyronitrile) 

DDS Drug Delivery System 

DE Diethylene glycol 

DPrBA Dipyridiniumboronic acid 

DPrBA/PVA gel 
A gel composed of dipyridiniumboronic acid and poly(vinyl 
alcohol) 

FPBA-Ins Fluorophenylboronic acid-modified insulin 

Fru Fructose 

GOx Glucose oxidase 

Glc Glucose 

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid 

HPrBA Hexapyridiniumboronic acid 

HPrBA/PVA gel 
A gel composed of hexapyridiniumboronic acid and poly(vinyl 
alcohol) 

Ins Insulin 

PAA Poly(allylamine) 

PBA Phenylboronic acid 

PBA-Ins Phenylboronic acid-modified insulin 

PVA Poly(vinyl alcohol) 

PolyPBA Poly(3-acrylamidopheylboronic acid) 

PolyPBA/PAA gel 
A gel composed of  poly(3-acrylamidopheylboronic acid) and  
poly(allylamine) 

QCM Quartz crystal microbalance 

RAFT Reversible addition-fragmentation chain transfer 

TNBS 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid 

TPrBA Tripyridiniumboronic acid 

TPrBA/PVA gel 
A gel composed of tripyridiniumboronic acid and poly(vinyl 
alcohol) 
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総論の部 

緒言 

Drug Delivery System (DDS) は、医薬品に何らかの機能を付与させることで薬

物の体内動態を精密に制御し、必要な時に・必要な量を・必要な場所へ作用させ

る技術である。この特性を利用することで、服薬回数の減少や急激な血中薬物濃

度の変動、副作用の発現リスクを軽減することが可能となる。その結果、より効

果的な薬物治療が実施され、患者のアドヒアランスおよび Quality of Life の向上

が期待できる (Figure 1)。コントロールドリリースは、DDS において求められる

重要な機能のうちの 1 つであり、その機能を付与した製剤は、大きく徐放性製

剤と放出制御製剤に分類される。長時間に渡って有効な血中濃度を維持するこ

とで投与回数を減少させることができる徐放性製剤は、これまでに多くの医薬

品が開発され、すでに臨床で実用化されている 1)。一方で、放出制御製剤は、意

図する速度で薬物を放出し、必要によっては外部の刺激 (pH, 温度, 光, 物質の

濃度変化) に応じて薬物の放出量を制御することも求められる。しかしながら、

高度な制御機能を付与した製剤の実用化は十分ではなく、時間的かつ空間的な

制御機能を有するインテリジェントマテリアルを利用する研究が試みられてい

る 2-13)。このインテリジェントマテリアルを含むシステムを実現させるためには、

そのインテリジェントマテリアル自体とそれを組み込んだ薬物放出制御システ

ムを、より効率的かつ的確に設計することが重要である。 

Figure 1. Capabilities and effects of Drug Delivery System. 
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著者は、放出制御製剤のデザイン基盤として糖応答性マテリアル 14-16)に着目

した (Figure 2)。これは、厳密な血中濃度コントロールが要求される糖尿病の治

療、特に 1 型糖尿病のインスリン (Ins) 補充療法において非常に有用であると

考えられる 17-20)。 

糖センサーとして知られているボロン酸は、アルカリ性条件下でホウ素にヒ

ドロキシ基が配位し、ジオール構造をもつ化合物と可逆的に結合する (Scheme 

1)。よって、本研究では、ジオール化合物への結合能や負の電荷を持つといった

ボロン酸の特性を糖応答性マテリアルの調製に利用した。ボロン酸構造を複数

有する化合物は、ポリビニルアルコール (PVA) のような分子内にヒドロキシ基

を多数含む水溶性高分子を架橋することができる 21-23)。そのため、ポリボロン酸

は PVA と共存することで複合材料を形成し、得られたその複合材料は、ジオー

ル構造を有する糖を添加することで、結合定数の違いによる結合の置換が生じ、

Scheme 1. Equilibrium of diboronic acid and Glc. 

Figure 2. A material whose functional characteristics vary with glucose concentration 

change. 
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崩壊すると期待される (Figure 3)。また、静電的な相互作用を利用した複合材料

の形成が報告されていることから 24-26)、ヒドロキシ基が配位することで負電荷

を帯びたポリボロン酸は、ポリカチオンと静電的相互作用による複合材料の形

成も期待できる 27)。 

そこで、第 1 章では粘弾性測定を、第 2 章では quartz crystal microbalance (QCM) 

法を用いてポリボロン酸誘導体と水溶性高分子間の相互作用を評価した。第 3章

では、その相互作用が糖の添加によって消失する過程を、新規に作製したフロー

スルーセル型の溶出試験器を用いて評価した。そして、最終章では、第 3 章まで

に用いた種々の実験系を組み合わせて、糖応答性 Ins 放出マテリアルのデザイン

を試みた。 

 よって、本研究では、物理化学的な性質を評価する実験系を利用して、ポリボ

ロン酸がポリオールもしくはポリカチオン性の水溶性高分子との間で生じる相

互作用と、糖の存在という刺激に応じた相互作用の変化、および相互作用の発生

や消失に起因する複合材料の特性を調査することにより、種々実験系における

刺激応答性マテリアルの設計に向けた情報を得るための手法としての有用性を

評価すること、そしてそれらを応用して Ins の放出制御機能を有する材料を調製

することを目的とした。

Figure 3. Formation of a composite material due to cross-linking PVA chain by 

diboronic acid and disintegration of the composite material due to cross-linking 

cleavage by addition of Glc. 
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第 1 章 静的・動的粘弾性測定を用いたポリボロン酸誘導体/水溶性

高分子間における相互作用の評価 

本章では、糖応答性の機能を付与したマテリアルを構築するうえで、ピリジニ

ウムボロン酸構造を複数有する化合物を用いた。このピリジニウムボロン酸誘

導体は親水性が高く、ヒドロゲルの調製が容易になると期待した。そして、それ

らを PVA と組み合わせることでゲル (複合材料) が調製可能か検討した後、粘

弾性測定を実施した。そもそも、粘弾性測定にはひずみまたは応力を一方向に加

える静的粘弾性測定と、正弦波的にひずみを加えて測定を行う動的粘弾性測定

がある 28, 29)。静的粘弾性測定は、粘性と弾性の両方を反映したサンプルの力学

的特性を評価する。一方で、動的粘弾性測定はそれら 2 つの性質を別々に評価

することが可能で、サンプルを構成する高分子の分子構造や分子運動に関する

情報を得ることができる。本研究では、静的粘弾性測定として応力緩和測定を、

動的粘弾性測定として強制振動測定を実施した。そして、これらの測定により、

ゲルの力学的特性を調査して、内部の 3 次元ネットワーク構造とそれに関連し

たボロン酸/PVA 間の相互作用について考察した。 

 

第 1 節 ピリジニウムボロン酸誘導体の合成 

Scheme 2 および 3 に示す方法により、dipyridiniumboronic acid (DPrBA)、

tripyridiniumboronic acid (TPrBA)、hexapyridiniumboronic acid (HPrBA) を合成した。

すなわち、 1, 4-bis(chloromethyl)benzene、 1, 3, 5-tris(bromomethyl)benzene、

hexakis(bromomethyl)benzene を、それぞれ 3-pyridineboronic acid 1, 3-propanediol 

ester と反応させた後、水中でボロン酸部位の脱保護を行い、その溶液をアセト

Scheme 2. Synthesis of DPrBA. 
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ン中に滴下して固体を析出させることで目的物質を得た 30)。得られた各ピリジ

ニウムボロン酸誘導体は、核磁気共鳴 (NMR) や質量分析 (MS) の測定により

構造決定を行った (Figure 4, 5)。1H-NMR スペクトルにおいて、全てのピリジニ

ウムボロン酸誘導体で 6 ppm 付近にメチレン基のプロトンに由来するシグナル、

8 ppm よりも低磁場側にピリジニウム環のプロトンに由来するシグナルが観察

された。また、DPrBA と TPrBA においては 7.6 ppm 付近にベンゼン環のプロト

ンに由来するシグナルも観察された。各シグナルの積分値の合計は、DPrBA、

TPrBA、HPrBA でそれぞれ 15.97、21.09、35.92 であった。これは推測される積

分値の合計値 (DPrBA 16, TPrBA 21, HPrBA 36) とほぼ一致した。MS スペクトル

において、DPrBA あるいは TPrBA のグリセリン複合体としての分子量に由来す

る m/z 461 と 652 にピークが確認された。これらの結果から目的の化合物が合成

できていることが確認できた。 

 

 

 

Scheme 3. Syntheses of TPrBA and HPrBA. 
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Figure 4. 1H-NMR spectra of pyridiniumboronic acid derivatives. (a) DPrBA (b) 

TPrBA (c) HPrBA (methanol-d4). 

(a) 

(b) 

(c) 
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Figure 5. FAB-MS (positive mode) and structures of pyridiniumboronic acid 

derivatives glycerin complex. (a) DPrBA, (b) TPrBA 

m/z  461 

m/z  652 

(a) 

(b) 
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第 2 節 ピリジニウムボロン酸誘導体/水溶性高分子ゲルの調製と静

的・動的粘弾性測定を用いた力学的特性の評価 

 合成したピリジニウムボロン酸誘導体と PVA 間で相互作用が生じることで、

ゲルが形成されるか検討した。DPrBA 水溶液あるいは TPrBA 水溶液、HPrBA 水

溶液、必要に応じて蒸留水を加え、次いで NaOH 水溶液を加えて混合した。次

いで、PVA 水溶液を加えて激しく振とう混和した後、18 時間室温下で静置した

(Figure 6)。なお、この操作で調製されるゲルにおいて推測されるボロン酸と PVA

のヒドロキシ基の割合は、ボロン酸部位 1 つに対してヒドロキシ基の繰り返し

が約 20 組存在している。 

 

Figure 7 に上記操作により得られたゲルの観察結果を示す。全てのピリジニウ

ムボロン酸誘導体において、PVA と共存することによるヒドロゲルの形成が観

察された。よって、ゲル内では 3 次元ネットワークが形成されていることが示

Figure 7. Pictures of pyridiniumboronic acid derivative/PVA gels. 

Figure 6. Preparation of pyridiniumboronic acid derivative/PVA gels. 
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唆され、これはボロン酸とポリオール間における相互作用 (エステル結合) に起

因していると考えられる。 

形成された各ゲルの静的・動的粘弾性評価に先立ち、内部のネットワーク構造

とそれに起因する力学的性質について推測した。Figure 6 で示すように、形成さ

れた 3 種類のゲルは PVA のヒドロキシ基に対してボロン酸が同じ割合で存在す

るように調製している。よって、分子内のボロン酸部位が多いほど架橋剤として

のピリジニウムボロン酸誘導体の分子数は少なくなることを考慮した (Figure 

8)。まず、架橋点周辺における PVA の凝集度について、DPrBA はボロン酸部位

が 2 つのみであるため、3 種類のゲルの中で架橋点の PVA の凝集度は最も低く

なると推測した。一方で、分子内に 6 つのボロン酸部位がある HPrBA は、PVA

が最も凝集すると考えられる。よって、ゲル全体としてのネットワークの網目の

大きさは、架橋剤が多く分散した状態の DPrBA/PVA gel で最も小さく、架橋剤

が少ない HPrBA/PVA gel で最も大きくなると推測した。ピリジニウムボロン酸

誘導体におけるボロン酸部位の可動性については、DPrBA/PVA gel で動きやす

く、HPrBA/PVA gel で動きにくいと考えられる。TPrBA/PVA gel においては、

DPrBA/PVA gel と HPrBA/PVA gel の中間の性質を示すと推測した。これらのこ

Figure 8. Prediction of internal structures and mechanical properties of 

pyridiniumboronic acid derivative/PVA gels. 
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とから、ゲルとしてのマクロな性質は、分子内のボロン酸部位数が多くなるほど

硬いゲルが形成されると推測した。すなわち、応力緩和測定で得られる緩和時間

等の値の大きさは DPrBA/PVA gel＜TPrBA/PVA gel＜HPrBA/PVA gel になると考

えられる。また、動的粘弾性測定の結果で得られる弾性を表す貯蔵弾性率 (G
′
) 

は DPrBA/PVA gel＜TPrBA/PVA gel＜HPrBA/PVA gel、粘性を表す損失弾性率 

(G
′′

) は HPrBA/PVA gel＜TPrBA/PVA gel＜DPrBA/PVA gel になると考えられる。 

粘弾性測定のうち、まずは応力緩和測定を実施した (Figure 9)。3 種類のピリ

ジニウムボロン酸誘導体/PVA gel を 5.0 mL ずつ調製し、18 時間室温下で静置し

た。そのゲルに円柱状の冶具を使って約 30%のひずみを加え続け、その際の応

力の減衰を経時的に測定した。得られたプロファイルは以下に示すような弾性

項を有する Maxwell の並列モデルに組み込むことで成分 A～D の値を求め、そ

れぞれのゲルについての特徴づけおよびゲル間での比較を行った。なお、ここで

の S は応力、S0は最大応力、t は S0からの経過時間、τA～τCは成分 A～C の緩

Figure 9. (a) Preparation of pyridiniumboronic acid derivative/PVA gels and stress 

relaxation measurement. (b) A maxwell model with parallel elements and an elastic 

term for the analysis. 

(a) 

(b) 
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和時間を示す。 

Figure 10 に応力の継時的な変化を示す。全てのゲルで経時的な応力減衰、す

なわち応力緩和が観察された。またその緩和は、特に HPrBA/PVA gel で速いこ

とが示された。さらに、DPrBA/PVA gel と HPrBA/PVA gel はそれぞれ約 20 およ

び 15 Pa の応力が残存したが、TPrBA/PVA gel は観測時間内において応力は減少

し続けた。 

プロファイルをモデルに組み込んだところ、DPrBA/PVA gel と HPrBA/PVA gel

においては成分 A～D が観察され、TPrBA/PVA gel においては成分 A～C が観察

された。全てのゲルにおいて最も高い割合を占める要素は成分 C であり、その

割合は 50%以上であった (Table 1)。そこで、成分 C におけるパラメータに関し

て比較した。緩和時間τcの値は、HPrBA/PVA gel＜DPrBA/PVA gel＜TPrBA/PVA 

gel であり、ここでも HPrBA/PVA gel でより速い応力緩和が生じていることが示

された。また、S0の値を比較すると、τcと同様の大小関係であった。 

 これらの結果から、HPrBA/PVA gel が最も柔軟な 3 次元ネットワークを形成

し、TPrBA/PVA gel が最も堅硬な 3 次元ネットワークを形成していることが示唆

され、測定実施前の推測とは異なる結果となった。 

Figure 10. The change in stress over time of pyridiniumboronic acid derivative/PVA 

gels (strain 27.8%). 
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次に、動的粘弾性測定を実施した。これは、正弦的なひずみを加えたときに発

生する応力と位相差 (δ) から、サンプルの粘弾性挙動を評価する方法で、粘性

を反映したG
′や弾性を反映したG

′′、それらの比から求められる tanδ (= G
′′

G
′⁄ ) 

などの値が得られる。この tanδは、サンプルの力学的特性に対する粘性の寄与を

弾性の寄与で割った値であり、0 に近いほど弾性体、大きいほど粘性体に近い性

質を示す。 

まずは、周波数を一定にして、加えるひずみの大きさを徐々に変化させていく

ひずみ分散測定を実施した。すなわち、プラスチック製のシャーレにゲルを調製

して、0.16～400%の範囲でひずみを連続的に大きくしていき、G
′とG

′′の値を測

定した (Figure 11)。 

  

Figure 11. Preparation of pyridiniumboronic acid derivative/PVA gels and the strain 

sweep measurement. 
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Figure 12 に各ゲルにおけるひずみに対するG
′とG

′′値の変化を示す。全てのゲ

ルにおいて、広い範囲でG
′とG

′′が線形領域を有していた。これは、線形領域内

のひずみに対してはゲルの内部構造が変化しないことを意味する。つまり、ピリ

ジニウムボロン酸誘導体/PVA gel は安定な 3 次元ネットワークを構築している

と考えられる。線形領域におけるG
′の結果に着目すると、DPrBA/PVA gel と

TPrBA/PVA gel ではわずかな減少傾向が観察されたのに対して、HPrBA/PVA gel

では一定の値を示していた。また、高ひずみ領域ではG
′とG

′′の増大が観察され、

大きなひずみを加えることで弾性の性質が強く現れることが示された 31)。特に、

G
′′が増大し始めたひずみの大きさに着目すると、その傾向が最初に観察された

ひずみはそれぞれ、DPrBA/PVA gel で 100%、TPrBA/PVA gel で 95%、HPrBA/PVA 

gel で 158%であった。よって、ひずみ分散測定では、最も線形領域が広い

HPrBA/PVA gel が最も安定なゲルを形成していることが示された。 

ここで、得られた結果からゲルの内部構造とひずみを加えることによる構造

の変化を推測する。まず、長い線形範囲を有していたということは、架橋の切断

とともに結合も同時に起きていると考えられる。ボロン酸と PVA 間の結合は可

逆的であるため、G
′とG

′′が広い範囲で一定値を示す現象については概ね推測可

能な結果であると言える。ところが、大きなひずみを加えることで弾性が強くな

Figure 12. Strain sweeps of pyridiniumboronic acid derivative/PVA gels (angular 

frequency 10 rad/s). 



15 

 

り、ゲルが硬化する特性を示すという現象を考慮すると、測定前の推測を修正す

る必要が生じる。そもそもこの硬化現象は、大きなひずみを加えたときに架橋点

が見かけ上増大して起きていると考える。つまり、ひずみを加えていない状態の

ゲル内には、PVA と相互作用していないボロン酸があり、大きな変形が生じる

とそれらの位置関係が変化し、それまで相互作用していなかったボロン酸も

PVA と相互作用が可能な距離に近づき、架橋点が増大すると考えられる。また、

PVA は水素結合により物理ゲルを形成することが知られている 32-34)。よって、

ひずみが大きいときは PVA 同士でも相互作用が生じ、さらに架橋点が増大して

いると認められる状態が観察されると考えられる。よって、この測定でピリジニ

ウムボロン酸誘導体/PVA gel では、架橋に関与していないボロン酸が存在するこ

とが示唆された (Figure 13)。 

 次に、周波数分散測定を実施した。これは、ひずみの大きさを一定にして、ひ

ずみを加える周期を徐々に変化させる測定方法である。ひずみは 1%で、周波数

を 10～0.01 rad/s の範囲で連続的に小さくしていき、G
′とG

′′の値を測定した。そ

の他ゲルの調製などに関してはひずみ分散測定の場合と同様の操作を行った 

(Figure 14)。 

Figure 13. Internal structure and change expected of pyridiniumboronic acid 

derivative/PVA gels based on the measurement results. 
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それぞれの周波数において測定されたG
′とG

′′の値を Figure 15 (a) に、tanδの

値を Figure 15 (b) に示す。測定の結果、全てのゲルにおいて、角周波数の低下に

伴うG
′の減少とG

′′の上昇 (tanδの上昇) が観察された。つまり、ピリジニウムボ

ロン酸誘導体/PVA gel は速くひずみを加えるときはG
′ > G

′′であるため固体の性

質が強く、遅くひずみを加えるときはG
′ < G

′′であるため液体の性質が強く現れ

ると示された。中でも、青い実線で示した HPrBA/PVA gel はより高い角周波数

領域においてG
′の減少とG

′′の上昇 (tanδの上昇) 挙動が観察され、0.30 rad/s 付近

でG
′ = G

′′
 (tanδ =1.0) になり、それより低い角周波数ではG

′ < G
′′となった。全

てのゲルが固体の性質を強く示す 1.0 rad/s におけるG
′とG

′′の値を比較すると、

G
′の値はHPrBA/PVA gel＜DPrBA/PVA gel＜TPrBA/PVA gel、G

′′の値はTPrBA/PVA 

gel＜DPrBA/PVA gel＜HPrBA/PVA gel という大小関係であった。よって、静的粘

弾性測定の結果と同様に、HPrBA/PVA gel が柔軟なゲルを、TPrBA/PVA gel が堅

硬なゲルを形成していることが示され、予測とは異なる結果となった。 

 

Figure 14. Preparation of pyridiniumboronic acid derivative/PVA gels and the 

frequency sweep measurement. 
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Figure 15. Frequency sweeps of pyridiniumboronic acid derivative/PVA gels (strain 

1.0%). (a) Storage and loss moduli. (b) tanδ. 

(a) 

(b) 
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第 3 節 小括 

本章では、まず水溶性の高いポリボロン酸としてピリジニウムボロン酸誘導

体である DPrBA、TPrBA、HPrBA をそれぞれ合成し、PVA と共存させてヒドロ

ゲルを調製することに成功した。そして、それらのゲル内で 3 次元ネットワー

クを構築しているボロン酸と PVA 間の相互作用に関して調査するために、あら

かじめ結果の予測を立てたうえで静的および動的粘弾性測定を行った。 

静的粘弾性測定においては応力緩和測定を行い、弾性項が組み込まれた

Maxwell の並列モデルを用いて応力を各要素に分けた。最も重みのある成分にお

いて、緩和時間や初期応力の比較をしたところ 3 次元ネットワークの硬さは

HPrBA/PVA gel＜DPrBA/PVA gel＜TPrBA/PVA gel であることが示された。また、

DPrBA/PVA gel と HPrBA/PVA gel で弾性成分が観測されたことから、この 2 種

類のゲル内には、ボロン酸と PVA 間の強固な結合が部分的に存在すると考えら

れる。 

動的粘弾性測定においては、ひずみ分散測定と周波数分散測定を行った。ひず

み分散測定では、ピリジニウムボロン酸誘導体/PVA gel の 3 次元ネットワークが

安定であること、ゲルは大きなひずみをかけることで硬化する性質を持つこと

が示された。この測定により、PVA との相互作用に寄与しないボロン酸がゲル

内に存在すると考察した。周波数分散測定では、ピリジニウムボロン酸誘導体

/PVA gel が、速いひずみに対しては固体の性質を、遅いひずみに対しては液体の

性質を強く示すことが観測され、特に HPrBA/PVA gel で顕著に現れていた。さ

らに、tanδの値に関しても比較することで、ゲルの硬さが静的粘弾性と同様な大

小関係になると示された。 

これらの結果から考察したピリジニウムボロン酸誘導体/PVA gel の内部構造

と、それに起因したゲルの性質を Figure 16 に示す。DPrBA/PVA gel と TPrBA/PVA 

gel に関しては、PVA と相互作用しているボロン酸の割合が推測よりも少なかっ

たものの、分子内のボロン酸部位が増えることによるゲルの特性変化に関して

は概ね推測通りとなった。一方で、HPrBA/PVA gel においては、PVA との相互作

用に寄与しないボロン酸の割合が DPrBA/PVA gel や TPrBA/PVA gel よりも多い

と考えられる。その結果、PVA の凝集度が低く、網目構造が大きい柔軟なヒド 



19 

 

ロゲルが形成されたと考えられる。 

以上のことから、複数の実験系を用いてポリボロン酸と水溶性高分子からな

る複合材料のマクロな特性を評価することで、ポリボロン酸と水溶性高分子間

の相互作用に関する情報を得ることができ、複合材料におけるミクロな構造の

予測を行うことができたと考える。  

Figure 16. Internal structures and mechanical properties of pyridiniumboronic acid 

derivative/PVA gels expected based on the measurement results. 
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第 2 章 水晶振動子マイクロバランス法を用いたポリボロン酸誘導

体/水溶性高分子間における相互作用の評価 

 第 2 章では、QCM 法を利用して、第 1 章で粘弾性を評価したピリジニウムボ

ロン酸誘導体/PVA 間の化学結合による相互作用に加え、ポリフェニルボロン酸

/ポリアリルアミン (PAA) 間の静電的な相互作用の評価を試みた。QCM 法は、

電極上のミクロな質量の変化を振動数の変化として観測するため、交互累積膜

などの材料調製に関する検討で利用されている 35)。この方法において、物質間

で相互作用が生じて電極上に物質が留まると質量は重くなり、振動数は低下す

る。一方、相互作用が消失して電極上の物質が剥がれると質量は軽くなるため振

動数は上昇する。よって、この方法を利用することで、ポリボロン酸と水溶性高

分子間における相互作用の発生および糖の添加による相互作用の消失をリアル

タイムで観測できると考えた。そして、その振動数変化の傾向を比較することで、

相互作用の差別化が可能になると期待した。また、本章で得られた結果を第 1 章

の結果と組み合わせることによって、複合材料の特徴づけと、その特性に関する

要因の考察がより的確に行うことができ、マテリアル設計手法としての有用性

が高まると考えた。 

Figure 17. Outline of the QCM system with a flow through-cell and the mechanism 

of measurement. 
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第 1 節 水晶振動子マイクロバランス法を用いたピリジニウムボロ

ン酸誘導体とポリビニルアルコール間における相互作用の評価 

まずは、ボロン酸とジオール間のエステル結合形成という化学的な相互作用

について、ピリジニウムボロン酸誘導体と PVA を用いて検討した。すなわち、

フロースルーセル型の装置内に電極を設置し、そこへ 150 mM NaCl を含有した

2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid (HEPES) 緩衝液 (10 mM, pH 

7.4) で調製した材料溶液を繰り返し流して振動数変化を測定した。なお、振動数

の低下は電極上の質量の増加を、振動数の上昇は質量の減少を意味する。よって、

電極上に材料が積層する場合、材料溶液の流入に応じて振動数の低下プロファ

イルが得られると予想される (Figure 18) 36)。 

 

 Figure 19 に得られた振動数プロファイルを示す。このように、PVA の流入で

は徐々に振動数が低下し、ピリジニウムボロン酸誘導体の流入では速やかな振

動数の上昇が観察された。よって、全てのピリジニウムボロン酸誘導体は PVA

と相互作用を生じていると考えられる。また、材料の溶液を流入させた後の振動

数変化量に着目すると、その変化量の大きさは DPrBA＜TPrBA＜HPrBA であっ

た。よって、ピリジニウムボロン酸誘導体と PVA 間における相互作用の違いを

Figure 18. (a) Repetition procedure of the measurement. (b) Expected change of 

resonance frequency caused by the repetition procedure. 

(a) (b) 
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比較できていると考えられる。しかし、振動数変化の傾向は予測とは異なるもの

だった。つまり、PVA およびピリジニウムボロン酸誘導体溶液を流入させた場

合、どちらの流入でも振動数の低下が起きると予測していたが、実際はピリジニ

ウムボロン酸誘導体の流入で振動数の上昇が観察された。この要因の 1 つとし

て、ピリジニウムボロン酸の水溶性が高いために、PVA と結合して電極上に積

層した際、PVA の水溶性が増大したことが挙げられる。すなわち、初めに流入

させた PVA が電極上に留まっているときは、凝集が起こり溶解性が低下して固

体になるため、見かけ上質量が増大すると考えられる。そして、PVA に親水性

の高いピリジニウムボロン酸誘導体が結合した場合は、PVA の凝縮が抑制され、

質量が見かけ上軽くなったのではないかと考えられる。また、流入の際にピリジ

ニウムボロン酸誘導体によって積層した PVA がはがされているということなど

も要因として挙げられる。 
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Figure 19. (a) Changes in the resonance frequency of the QCM measurement in a pH 

7.4. (b) Comparison of resonance frequency changes in each step. 

(a) 

(b) 
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第 2 節 ポリフェニルボロン酸の合成 

第 2 節では、負電荷を帯びたボロン酸とカチオン性の水溶性高分子間で生じ

る静電的な相互作用に関する検討に向けて、ポリアクリルアミドフェニルボロ

ン酸 (PolyPBA) を合成した。 

まずは、3-acrylamidophenylboronic acid を合成した 37)。次に、Reversible addition-

fragmentation chain transfer polymerization (RAFT) 重合を利用して PolyPBA を合

成した (Scheme 4) 38)。NMR 測定において、ポリマーに特徴的なブロードのピー

ク (1.8, 2.5, 7.5 ppm) の積分値から重合度を算出したところ、重合度が約 15 の

PolyPBA が合成された (Figure 20)。 

Scheme 4. Synthesis of PolyPBA by RAFT polymerization. 

Figure 20. 1H-NMR spectrum of PolyPBA (methanol-d4). 
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第 3 節 水晶振動子マイクロバランス法を用いたポリフェニルボロ

ン酸とポリアリルアミン間における相互作用の評価 

 PolyPBA と PAA の静電的な相互作用による複合材料の形成を、QCM 法によ

り調査した (Figure 21)。なお、本検討においてはグルコースオキシダーゼ (GOx, 

等電点 4.2) 39, 40) を共存させた。この理由については、後の第 3 章で行った糖応

答性の評価において記載するが、中性条件下では GOx は負に帯電しているため、

カチオン性の分子と組み合わせることで複合材料を調製可能であると期待した。

操作方法は前節と同様で、負電荷を帯びている PolyPBA と GOx、正電荷を帯び

ている PAA を交互に繰り返し流入させた。よって、この評価においても、電極

上に各材料が積層する場合、溶液の流入に応じて振動数の低下プロファイルが

得られると予想される (Figure 22)。 

  

Figure 21. Schematic representation and chemical structure of polyPBA/PAA 

composite material. 
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 Figure 23 に得られた実際のプロファイルと材料の流入後における振動数の変

化量を示す。振動数の変化傾向としては、各材料を流入させることによる速やか

な振動数の低下が概ね観察された。よって、PolyPBA/PAA 間での相互作用によ

り電極上に複合材料が積層したことが示唆された。また、その際の振動数変化量

には大きな変動が観察されなかった。これは、ピリジニウムボロン酸誘導体の検

討で繰り返し流入させると変化量が小さくなったという結果と異なるものであ

った。さらに、HPrBA/PVA の結果を例に挙げて水溶性高分子を流入させた際の

振動数変化に着目してみると、ピリジニウムボロン酸誘導体/PVA の場合、PVA

の流入では 15 分かけて徐々に振動数が低下した。それに対して PolyPBA/PAA の

場合は、PAA の流入後 10 秒ほどで急激に振動数が低下した (Figure 24)。これら

の違いは、化学結合による相互作用と静電的な相互作用の特性の違いから生じ

ていると考えられる。  

Figure 22. (a) Repetition procedure of the measurement. (b) Expected change of 

resonance frequency caused by the repetition procedure. 

(a) (b) 
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(a) 

(b) 

Figure 23. (a) Resonance frequency change for the formation of polyPBA/PAA 

composite at pH 7.4. (b) Change in resonance frequency caused by the repetition 

procedure. 
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Figure 24. Comparison of resonance frequency changes for water-soluble polymer 

solution. (a) HPrBA/PVA and (b) PolyPBA/PAA. 

(a) (ｂ) 
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第 4 節 小括 

本章では、ミクロな質量変化を計測することが可能な QCM 法を用いること

で、ポリボロン酸と水溶性高分子間の相互作用の検出およびボロン酸誘導体間

における特性の違いの評価を試みた。 

ピリジニウムボロン酸誘導体と PVA 間で生じている相互作用の評価において

は、両者の流入後に振動数が変化したことから、化学結合による相互作用の発生

とその程度を検出できていると考えられる。そして、その変化の大きさから、3

種類あるピリジニウムボロン酸誘導体間で相互作用の強さを比較することがで

き、特に HPrBA が PVA と強く相互作用することが示唆された。これは、第 1 章

の粘弾性測定において、HPrBA/PVA gel は PVA と結合しているボロン酸部位の

割合が低いにも関わらず最も安定なゲルを形成した経緯と関係すると考えられ

る。 

PolyPBA と PAA 間の相互作用の評価においても、同じく両者の流入後に振動

数が低下したことから、静電的な相互作用に関しても検出できていると考えら

れる。さらに、GOx を材料の 1 つとして組み込んだ場合でもその変化が観察さ

れたことから、PolyPBA/PAA/GOx からなる複合材料の調製に応用が可能である

と示唆された。 

ピリジニウムボロン酸誘導体/PVA の結果と、PolyPBA/PAA/GOx の結果を比較

すると、振動数の変化傾向においては、ピリジニウムボロン酸誘導体の流入で振

動数の増大が観察されたのに対し、PolyPBA では振動数の低下が観察された。こ

れは、化学結合は静電的なものよりも強く水溶性高分子と相互作用することや、

ピリジニウムボロン酸誘導体は水溶性が高いのに対して PolyPBA は低いために

相互作用によって生じる水溶性高分子の溶解性の変化傾向が異なることなどが

要因として考えられる。振動数の変化量においては、材料の流入を繰り返すと変

化量が小さくなったピリジニウムボロン酸誘導体 /PVA に対して、

PolyPBA/PAA/GOx ではそのような現象は観察されなかった。また、振動数の変

化速度に関しては、特に水溶性高分子の流入において大きな違いがみられ、

PolyPBA と PAA を用いた方が振動数の低下が速やかに生じた。これらの結果の

違いも、化学結合によるピリジニウムボロン酸誘導体/PVA 間の相互作用と、静
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電的な PolyPBA/PAA/GOx 間の相互作用における反応速度や用いた水溶性高分

子の分子量などの特性の違いを反映していると考えられる。 

 以上のことから、QCM 法を利用することで、ポリボロン酸と水溶性高分子間

における相互作用を検出することができた。さらに、同じ機構で相互作用を生じ

るピリジニウムボロン酸誘導体間での特性の違いや、PolyPBA のような機構が

異なる相互作用と比較することで反応の強さやプロセスの違いを調査すること

が可能であった。よって、QCM 法は刺激応答性マテリアルの構築に必要な構成

材料間での相互作用の評価や最適化を行う実験系として有用な手法であると考

えられる。さらに、粘弾性測定の結果と組み合わせることで、相互作用が生じて

形成された複合材料のより詳細な物理化学的性質を予測することができると考

えられる。 
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第 3 章 フロースルーセル型溶出試験器を用いたポリボロン酸誘導

体/水溶性高分子ゲルにおける糖応答性崩壊の評価 

 本章では、第 2 章までに扱った 2 つの異なる相互作用で形成された複合材料

に関して、刺激応答性マテリアルとしての薬物放出特性を評価する手法を検討

した。一般的に、薬物放出特性の試験方法として日本薬局方に記載されている溶

出試験法が利用されているが 41)、回転バスケット法とパドル法は製剤の外部環

境を変化させる場合に同一サンプルを用いて実施することが困難である。一方

で、環境を変化させることができる方法としてフロースルーセル法があるが、現

在汎用されている装置では使用する試料や溶液のスケールが大きく、貴重なサ

ンプルを用いて繰り返し実施する試験方法としては、経済性、簡便性などの面で

好ましくない場合がある。そこで、フロースルーセル型のマイクロデバイスの利

用が有用であると考えた。これは、試料の微量化や装置の小型化、実験効率の向

上による迅速化といった様々な利点を有しているため、先に述べたような溶出

試験の難点を解決できると期待した。よって、小さいスケールで刺激応答性薬物

放出を評価するためのフロースルーセル型溶出試験器を作成し、放出試験を実

施した。これにより、刺激応答性薬物放出の評価に適したシステムの構築を試み

るとともに、得られた結果から糖応答性放出制御に適したマテリアル設計に関

して考察した。 

 

第 1 節 フロースルーセル型溶出試験器によるジピリジニウムボロ

ン酸/ポリビニルアルコールゲルにおける糖応答性崩壊挙動の評価 

 Scheme 1 (p. 2) に示したように、Glc とボロン酸は 1：2 で結合する。そのた

め、本研究で合成したピリジニウムボロン酸誘導体のうち Glc の添加によって

架橋構造が消失しやすいのは、ボロン酸部位が 2 つである DPrBA だと考えた。

そこで、DPrBA/PVA gel を用いて、糖応答性を評価することとした。まず、

DPrBA/PVA gel が Glc の添加により崩壊し、ボロン酸と結合を生じない他のジオ

ール構造を持つ化合物では崩壊しないことを視覚的に評価した。すなわち、調製
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した DPrBA/PVA gel へ最終濃度が 100 mM になるように Glc およびボロン酸と

相互作用を生じないと予想されるジエチレングリコール (DE) を加えて、経時

的に外観の観察を行った (Figure 25)。 

 

Glc の添加により、DPrBA/PVA gel はゲルとしての性質が変化して溶液状態と

なった。それに対して、DE の添加で性質の変化はほとんど観察されなかった 

(Figure 26)。よって、DPrBA/PVA gel の糖応答性が視覚的に確認されたため、以

降の放出試験に用いた。 

放出試験を実施するにあたり、Figure 27 に示すような刺激応答性マテリアル

の薬物放出特性を評価するシステムを構築した。フロースルーセル型溶出試験

器は、厚さが異なる 3 枚のアクリル板を加工して作成した。この試験器には 2 つ

の流入路と 1 つの流出路があり、流入路にはそれぞれ別々のシリンジポンプを

接続させている。よって、これらのシリンジポンプの ON/OFF を切り替えるだ

けで、試験器内の環境を段階的かつ速やかに変化させることができる。 

Figure 25. Evaluation of the behavior of DPrBA/PVA gel to Glc and DE. 

Figure 26. Result of the external observation and the Glc responsive behavior of 

DPrBA/PVA gel. 
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本試験では、装置の空洞内に DPrBA/PVA gel を調製し、そこへ片方のシリン

ジポンプから HEPES 緩衝液 (10 mM, pH 7.4) を流して溶出液のサンプリングを

行った。その後、もう一方のシリンジポンプから HEPES 緩衝液や HEPES 緩衝

液で調製した Glc あるいは DE 溶液 (100 mM) を流して同様にサンプリングを

行い、遊離する DPrBA 量を測定した。試験終了後は、溶出試験器内に残存して

いるゲルを回収し、そのゲルと各サンプル中の DPrBA 含量を吸光度の測定によ

り定量した。また、溶出試験器は透明で内部観察が可能であるため、放出試験開

始時、HEPES 緩衝液の流入終了時、放出試験終了時に試験器内にあるゲルの外

観を観察した。 

  

Figure 27. Photographs of the elution testing system with a flow-through cell and 

schematic representation of the flow-through cell. 
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どちらのポンプでも HEPES 緩衝液を流入させた場合と、②のポンプで DE 溶

液を流入させた場合は、ゲルの外観に変化は無かった。一方で、Glc 溶液を流入

させた場合は、Glc 溶液の流入終了時にゲルの量が減少しており、溶出試験器内

でも Glc による DPrBA/PVA gel の崩壊が観察された (Figure 28)。 

  

Figure 28. Photographs of the flow-through cell side view at the start, before 

changing eluent and after the release test. (a) Eluent ② is 10 mM HEPES. (b) 

Eluent ② is 100 mM Glc in HEPES. 

(a) 

(b) 
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DPrBA の累積放出率および放出速度プロファイルを Figure 29 に示した。120

分時の累積放出率は、②のポンプでも HEPES 緩衝液を流した場合は 4.1%、②の

ポンプで DE 溶液を流した場合は 5.3%、②のポンプで Glc 溶液を流した場合は

10.4%であった。また、放出速度も Glc 溶液の流入により大きな増大し、Glc の

添加により DPrBA の放出増加が示された。よって、放出の増大を生じるゲルの

崩壊は、DPrBA と PVA の結合が Glc により置換され、架橋の消失に伴って生じ

ていると考えられる。 

Figure 29. (a) Cumulative release of DPrBA from DPrBA/PVA gel. (b) DPrBA 

release rate from DPrBA/PVA gel. 

(a) 

(b) 
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第 2 節 フロースルーセル型溶出試験器によるポリフェニルボロン

酸/ポリアリルアミンゲルにおける糖応答性崩壊挙動の評価 

PolyPBA/PAA gel に関してもフロースルーセル型溶出試験器を用いて糖応答

性崩壊挙動を調査した。すなわち、装置の空洞内にゲルを調製し、前節と同様に

放出試験を行った。なお、ボロン酸は Glc と結合したとしても電荷に変化はな

く、顕著なゲルの崩壊が生じないと予想されたため、間接的な糖応答性を利用す

ることを試みた。すなわち、第 2 章で GOx も静電的な相互作用を生じることが

示されたため、GOx を共存させたゲルを調製した。過酸化水素は、フェニルボ

ロン酸 (PBA) のボロン酸部分をヒドロキシ基に変換する性質がある 36, 42-44) 

(Figure 30)。よって、GlcがGOxで酸化されて発生する過酸化水素でPolyPBA/PAA

(a) 

(b) 

Figure 30. (a) Preparation of PolyPBA/PAA gel. (b) Disintegration of 

PolyPBA/PVA gel due to cross-linking cleavage by H2O2. 
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間の静電的相互作用を消失させることにより、ゲルの糖応答性崩壊を生じさせ

ることができると期待した。 

外観および遊離された PolyPBA の定量による評価では、Glc に応じたゲルの

崩壊および PolyPBA の放出が観測されなかった (Figure 31)。これは、PolyPBA

にはボロン酸部位が多数存在することから、一部がヒドロキシ基に変換されて

も PAA との架橋点が残存したためだと考えられる。 

  

Figure 31. Photographs of the flow-through cell side view at the start, before 

changing eluent and after the release test. (a) Eluent ② is 10 mM HEPES. (b) 

Eluent ② is 100 mM Glc in HEPES. 

(a) 

(b) 
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第 3 節 小括 

本章では、第 2 章で相互作用の存在が確認された DPrBA/PVA と PolyPBA/PAA 

のゲルを調製し、それらの糖応答性崩壊挙動を評価した。この評価に際して、刺

激応答性挙動を調査するためのシステム構築を試み、それぞれのゲルに関して

検討した。 

システムの主要部である溶出試験器は、透明で内部観察が可能なアクリル板

を加工し、小スケールで放出試験が実施できるようなサイズで作成した。また、

流入路を 2 か所設けて別々のシリンジポンプを繋げることにより、試験器内に

流入させる溶液の速やかな切り替えを可能にした。 

DPrBA/PVA gel の検討では、Glc の添加によるゲルの崩壊が確認された。その

ゲルを試験器内に調製して放出試験を実施した結果、Glc の流入に起因したゲル

の崩壊と DPrBA の放出が観測された。この DPrBA/PVA gel の崩壊は、DPrBA と

PVA 間の架橋が Glc により置換されたために生じたと考えられ、フロースルー

セル型の溶出試験器を使用することで化学結合に由来する DPrBA/PVA gel の糖

応答性マテリアルとしての有用性を評価することができた。 

PolyPBA/PAA gel の検討では、過酸化水素による間接的な糖応答性崩壊を試み

たものの、ゲルの崩壊とそれに伴った PolyPBA の放出は観察されなかった。こ

れは、ボロン酸部位が多く存在するために、PAA との架橋点つまり相互作用が

残存したためだと考えられ、静電的な相互作用を利用した PolyPBA/PAA gel の

糖応答性崩壊を生じさせるメカニズムを再度検討する必要性があると考えられ

た。 

以上の結果から、結合の置換をメカニズムとした Glc 応答性においては、ボロ

ン酸は PVA と相互作用させ、かつ分子内のボロン酸部位は少ない方が有利であ

ると考えられる。 

 このように、内部観察が可能なフロースルーセル型の溶出試験器を利用する

ことで、外部の Glc 濃度の変化に応じたゲルの特性変化を同一のサンプルを用

いて視覚的かつ段階的に評価し、マテリアルにおける糖応答性崩壊メカニズム

の改良に関する情報を得ることができた。 
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第 4 章 水晶振動子マイクロバランス法とフロースルーセル型溶出

試験器を用いたボロン酸修飾インスリン/ポリビニルアルコールゲ

ルにおける糖応答性インスリン放出制御の評価 

 これまでに扱ってきた刺激応答性マテリアルの評価に向けた実験系の応用と

して、糖応答性の Ins 放出制御を試みた。Ins に様々な修飾を施すことで、Ins に

新たな機能を付与させる試みがなされている 45-47)。 

第 3 章までの結果から、合成したポリボロン酸誘導体が水溶性高分子と相互

作用を生じ、ゲルを形成すること、そのゲルは Glc を添加すると崩壊することが

確認された。 

そこで、これまでの検討の応用として、薬物にボロン酸を複数修飾することに

よるゲルの調製と、そのゲルからの糖濃度に依存した薬物放出が可能になると

考えた。また、前章までの検討から、ボロン酸と水溶性高分子間における相互作

用をボロン酸と糖の相互作用に置換するというメカニズムを利用してゲルを崩

壊させるためには、分子内に存在するボロン酸の数が少なく、PVA と相互作用

させることがより良いアプローチであると予想された。よって、本章では PBA

誘導体を複数修飾し、それ自体が架橋剤としての機能を有する Ins を合成した 

(Figure 32)。これは、低分子化合物による最低限の修飾により、Ins の薬理作用が

大幅に低下することを防ぐ 48) 一方、水溶性高分子に対する架橋機能を付与して、

新規糖応答性 Ins 放出制御が可能になると期待したものである。また検討に際し

て、修飾するフェニルボロン酸誘導体を変更することで、より良いマテリアルの

Figure 32. The drug release from systems incorporating composite materials. 
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設計に向けた情報の収集を試みた。さらに、糖応答性薬物放出のメカニズムとし

て、前章までに試みた Glc による直接的なアプローチと、GOx を用いた間接的

なアプローチの両方を検討した。PVA とボロン酸修飾 Ins 間の相互作用の発生と

Glc による直接的な相互作用の消失に関しては QCM 法を、形成された複合材料

の糖応答性 Ins 放出に関してはフロースルーセル型溶出試験器を用いて評価し

た。 

 

第 1 節 フェニルボロン酸修飾インスリンの合成 

4-Carboxyphenylboronic acid と isobutyl chloroformate を反応させた。次いで、

それを Insの 1級アミノ基と反応させることで、phenylboronic acid-modified insulin 

(PBA-Ins) を合成した 49)。また、4-carboxy-3-fluorophenylboronic acid と isobutyl 

chloroformate を反応させた。次いで、それを Ins の 1 級アミノ基と反応させるこ

とで、fluorophenylboronic acid-modified insulin (FPBA-Ins) を合成した。この 2 つ

のフェニルボロン酸誘導体は、ボロン酸の pKa がそれぞれ異なっている (Figure 

Figure 33. Syntheses of PBA-Ins and FPBA-Ins, and pKa values of the phenylboronic 

acid derivatives. 
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33) 50, 51)。よって、これらの誘導体から合成されたボロン酸修飾 Ins は PVA との

相互作用の強さが異なると予想した。 

 合成したボロン酸修飾 Ins において、Ins に対するフェニルボロン酸誘導体の修

飾数を評価した。すなわち、1 級アミノ基に結合する 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic 

acid (TNBS) を Ins、PBA-Ins、FPBA-Ins と反応させた後、吸収スペクトルを測定

した 52)。そして、得られた吸収極大波長における吸光度を以下の式に適用して、

フェニルボロン酸誘導体の修飾数を求めた。 

 

 

PBA-Ins と FPBA-Ins のフェニルボロン酸誘導体修飾数は、それぞれ 2.16 と 2.17

であった (Figure 34)。よって、どちらのボロン酸修飾 Ins も PVA を架橋するこ

とが可能なジボロン酸構造を有していることが示された。 

 

  

𝑛 = (1 −
AbsBoronic aid−modified Ins − AbsTNBS

AbsIns − AbsTNBS

) × 3 

Figure 34. (a) Absorption spectra of TNBS, native insulin and PBA-Ins. (b) The 

calculated boronic acid modification numbers of PBA-Ins and FPBA-Ins. 

(a) (b) 
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第 2 節 水晶振動子マイクロバランス法を用いたフェニルボロン酸

修飾インスリンとポリビニルアルコール間における相互作用の評価 

QCM 法を用いて、ボロン酸修飾 Ins と PVA 間で生じる相互作用に起因した複

合材料の形成と、糖の添加による崩壊を第 2 章と同様の方法で評価した。電極

上への複合材料の積層と、糖による崩壊で下記のようなプロファイルが得られ

ると予想して実施した (Figure 35)。 

Figure 36 に各材料を流入させることにより得られた振動数のプロファイルを

示す。どちらのボロン酸修飾 Ins においても、材料溶液を繰り返し流入させるこ

とで振動数の低下が観察された。よって、PBA-Ins と FPBA-Ins は共に PVA と相

互作用を生じさせ、複合材料が電極上に形成していると考えられる。また、最終

的な振動数の低下量や PVA の流入時の変化量を比較すると、FPBA-Ins の方が大

きかった。これは、PBA-Ins と F PBA-Ins の PVA に対する相互作用の強さの違い

に起因していると考えられる。 

Figure 35. (a) Repetition procedure of measurement. (b) Expected change in 

resonance frequency caused by the repetition procedure. 

(a) (b) 
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次に、この複合材料が積層している電極へ 10 mM の Glc あるいはフルクトー

ス (Fru) 溶液を流入させて振動数の変化を測定した。その結果、どちらのボロン

酸修飾 Ins においても糖溶液の流入による振動数の増大が観測された (Figure 

37)。このことから、PBA-Ins および FPBA-Ins と PVA との相互作用が糖と置換

したと考えられる。また、その増大は特に Fru で大きく、これは PBA の糖に対

する結合定数が Glc (4.6 M-1) に比べて Fru (210 M-1) 53) で大きいという特性が反

映した結果であると考えられる。Ins の放出速度に対応する振動数変化の傾きに

着目したとき、PBA-Ins ではどちらの糖でも濃度依存的な振動数の増大が観察さ

れたのに対して、FPBA-Ins では Fru でのみその傾向が観察された (Figure 38)。 

QCM 法を利用したこれらの検討結果から、それぞれのボロン酸修飾 Ins に関

して特徴づけすると、複合材料の形成能では FPBA-Ins が、糖応答性崩壊能では

PBA-Ins がそれぞれ優れていると考えられる (Table 2)。よって、次節の糖応答性

薬物放出に関する検討では、PBA-Ins を採用することとした。しかし、Glc の流

入による振動数の上昇度は Fru のものよりも著しく低いため、置換をメカニズ

Figure 36. Resonance frequency changes for the formation of PBA-Ins/PVA and 

FPBA-Ins/PVA composite material in pH 7.4 solutions. 
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ムとしたとき、ボロン酸修飾 Ins/PVA の複合材料は Glc への応答性が低く、改善

する必要があると示された。 

Figure 37. Resonance frequency changes during the sugar response of PBA-Ins/PVA 

and FPBA-Ins/PVA composite at pH 7.4. 

Table 2. Properties of boronic acid-modified insulin. 

Figure 38. Relationship between the sugar concentration and the resonance 

frequency change.  
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第 3 節 フロースルーセル型溶出試験器によるフェニルボロン酸修

飾インスリン/ポリビニルアルコールゲルにおける糖応答性薬物放

出の評価 

 凍結融解法を利用して PBA-Ins/PVA gel を調製し、その糖応答性 Ins 放出をフ

ロースルーセル型溶出試験器により評価した。調製に際して、Glc 応答性の向上

のためには架橋点が少ない方が望ましいが、その場合、ゲル全体の強度が低下す

るため、凍結-融解のプロセスを導入して、PVA 間の水素結合もゲル形成の架橋

として働くようにした 32-34)。また、前節の検討で PBA-Ins/PVA からなる複合材

料は Glc 応答性を向上させる必要があると予測されたため、GOx を共存させた

ゲル (PBA-Ins/PVA gel with GOx) も調製して同様に評価した (Figure 39)。 

 

GOx を含有させたゲルは、GOx により呈する黄色に基づいて視覚的観察が容

易だったため、PBA-Ins/PVA gel with GOx の観察結果のみを示す (Figure 40)。ど

ちらのポンプでも HEPES 緩衝液を流した場合は、ゲルの外観に変化は無かっ

た。一方で、Glc 溶液を流入させた場合、試験終了時にはゲルの色が薄くなり、

半透明のゲルが残存している様子が観察された。この黄色は GOx に由来して

いるため、少なくとも Glc の添加により GOx が放出されていると考えられる。 

 

Figure 39. Preparation of PBA-Ins/PVA gel and PBA-Ins/PBA gel with GOx. 
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 次に、PBA-Ins の放出プロファイルを示す (Figure 41)。120 分時の累積放出率

は、②のポンプでも HEPES 緩衝液を流した場合、PBA-Ins/PVA gel では 2.0%、

PBA-Ins/PVA gel with GOx では 0.35%であった。②のポンプで Glc 溶液を流した

場合、PBA-Ins/PVA gel では 4.6%、PBA-Ins/PVA gel with GOx では 34%であった。

よって、どちらのゲルも Glc の添加によるボロン酸修飾 Ins の放出が観察され

た。また、GOx を共存させた場合に累積放出率と放出速度の両者で Glc 応答性

のボロン酸修飾 Ins 放出能が大きく向上したことから、間接的にゲルの崩壊を生

じさせるアプローチが有効であることが示された。  

Figure 40. Photographs of the flow-through cell side view at the start, before 

changing eluent and after the release test. (a) Eluent ② is 10 mM HEPES. (b) 

Eluent ② is 100 mM Glc in HEPES. 

(a) 

(b) 
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 これらの結果から、効率よく Ins を放出した PBA-Ins/PVA gel with GOx におい

て、調製と放出試験の過程で生じる内部構造の変化を推測した (Figure 42)。溶出

試験器内に分注したときは、それぞれの材料はランダムな配置で存在している

と考えられる。それを凍結させると、冷却により結晶化する性質を持つ PVA が

Figure 41. (a) Cumulative release of PBA-Ins from PBA-Ins/PVA gel or PBA-

Ins/PVA gel with GOx. (b) PBA-Ins release rate variation over time from PBA-

Ins/PVA gel or PBA-Ins/PVA gel with GOx. 

(a) 

(b) 
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部分的に凝集して物理的な架橋構造を形成し、PBA-Ins や GOx の濃度にも偏り

が生じる。このとき、PBA-Ins と PVA が相互作用して化学的な架橋構造を形成

する。そこに Glc が流入すると、GOx の触媒反応により過酸化水素が生じ、ボ

ロン酸を変換して化学架橋が切断されて網目構造が広がり、PBA-Ins の放出が生

じたと考えられる。また、GOx は多くが PBA-Ins/PVA の相互作用からなるネッ

トワークに封入されているが、Glc 溶液の流入により GOx も放出され、半透明

のゲルが残存したと考えられる。  

Figure 42. Speculated internal structure change of PBA-Ins/PVA gel with GOx by 

Glc addition expected based on the measurement results. 
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第 4 節 小括 

本章では、これまでに糖応答性マテリアルの設計に向けた手法として検討し

た QCM 法とフロースルーセル型溶出試験器による放出試験法を応用し、Ins の

新規糖応答性放出制が可能な複合材料の調製を試みた。まずは、PVA と相互作

用する機能を付与するべく、2 種類のフェニルボロン酸誘導体を Ins に修飾し、

それらが複合材料を形成できるジボロン酸構造であることを明らかにした。 

次に、QCM 法を利用して、それぞれのボロン酸修飾 Ins における PVA に対す

る相互作用の強さと、糖の添加による相互作用の消失に関して特徴づけを行っ

た。結果、ボロン酸修飾 Ins と PVA 間の相互作用による複合材料の形成と糖応

答性の崩壊が観測できたと共に、複合材料形成能および糖応答性崩壊能という

観点における性質の違いを評価することができた。さらに、この検討で Glc 応答

性を改善する必要性があることが示された。 

フロースルーセル型溶出試験器を用いた放出試験では、QCM 法の結果をもと

に新しく GOx を共存させた PBA-Ins/PVA gel を調製して、その糖応答性 Ins 放出

を評価した。結果、Glc の流入により PBA-Ins が放出され、さらに GOx を共存

させたゲルでは Glc 応答性を大きく向上させることに成功した。 

以上のことから、QCM 法やフロースルーセル型溶出試験器を利用した実験系

は、PBA-Ins/PVA gel のような外部環境に応答して薬物放出することが可能な機

能性マテリアルの評価に応用可能である。また、本章で検討したような GOx を

内封した複合マテリアルは、高感度に糖応答性を示すマテリアルとして利用で

きることが示唆され、糖尿病治療のための DDS 製剤開発に対して、さらなる研

究が期待される。 
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結論 

外部の刺激によって特性を変化させて薬物のコントロールドリリースを可能

にする材料は、インテリジェントマテリアルの応用の 1 つとして注目され、日々

盛んに研究・開発が行われている。このインテリジェントマテリアルを組み込ん

だシステムを実現するためには、そのマテリアル自体とそれを組み込んだ薬物

放出制御の仕組みをより効率的かつ的確に設計することが重要である。そこで、

本研究では、糖の存在により結合状態が変化することが知られているボロン酸

を分子内に複数有するポリボロン酸誘導体を合成し、糖応答性の新規複合材料

を調製するとともに、刺激応答に基づく薬物放出制御に直接関係するマテリア

ル中での物質間における相互作用を評価するための評価系の有用性についても

明らかにした。以下にその要約を示す。 

 第 1 章では、ボロン酸の導入数が異なる 3 種類のピリジニウムボロン酸誘導

体と PVA からなるゲルを調製し、そのゲルの静的・動的粘弾性測定を行うこと

で、ポリボロン酸と PVA 間の相互作用の評価を試みた。まず、応力緩和測定に

おいては、DPrBA/PVA gel と HPrBA/PVA gel で弾性項に相当する応力が観測さ

れたため、一部にボロン酸と PVA 間の強固な結合が存在すると推察した。ひず

み分散測定においては、ピリジニウムボロン酸誘導体/PVA ゲルが広い範囲で線

形領域を有していることが示され、ボロン酸と PVA の結合により安定な 3 次元

ネットワークが形成されていると考えられた。さらに、応力緩和測定とひずみ分

散測定、および周波数分散測定の結果から、TPrBA/PVA gel は架橋密度が高く、

硬い 3 次元ネットワークを形成するのに対して、HPrBA/PVA gel は PVA との相

互作用に寄与しないボロン酸の存在があることで架橋密度が低く、軟らかい 3次

元ネットワークを形成すると考えた。このように、粘弾性測定を実施することで、

相互作用に起因したマクロな性質の評価と、その情報をもとにした複合材料の

ミクロな内部構造を推測することができると考えられた。 

第 2 章では、QCM 法を用いてポリボロン酸と水溶性高分子間の相互作用の評

価を試みた。結果、振動数の変化からピリジニウムボロン酸誘導体と PVA 間で

生じている相互作用を検出することができた。特に、HPrBA は振動数の変化量

が大きく、PVA と強く相互作用することが示された。これは、粘弾性測定にお
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いて HPrBA/PVA gel は PVA と結合しているボロン酸部位の割合が低いにも関わ

らず最も安定なゲルを形成した結果と関係すると考えられる。また、PolyPBA と

PAA 間、さらに GOx と PAA 間でも静電的な相互作用が生じ、複合材料が形成

されることが示された。水溶性高分子を流入させた際の振動数の減少速度の違

いから、ピリジニウムボロン酸誘導体/PVA 間と PolyPBA/PAA 間の速度的な相互

作用の違いを検出することができた。よって、QCM 法を用いてミクロ単位での

質量変化を検出することで、ピリジニウムボロン酸誘導体/PVA 間で生じる化学

結合と PolyPBA/PAA 間で生じる静電的な相互作用というメカニズムの違いや、

相互作用の強さの違いを評価できると考えられた。 

第 3 章では、ゲルの糖応答性崩壊挙動を調査するためにフロースルーセル型

溶出試験器を作成し、刺激応答性マテリアルの評価に向けた実験系の構築を試

みた。その結果、DPrBA/PVA gel は Glc 含有溶液を流すことにより崩壊し、DPrBA

の放出が観測された。一方で、PolyPBA/PAA gel は、Glc の添加によるゲルの崩

壊とそれに伴った PolyPBA の放出は観察されなかった。これは、PolyPBA/PAA 

gel にボロン酸部位が多く存在し、PAA との架橋点が多いため、Glc によって部

分的にそれらが切断しても多くの架橋点が残存したためだと考えられる。つま

り、水溶性高分子と相互作用させる際、分子内のボロン酸を必要最低限に少なく

することが Glc に応答しやすい複合材料を調製する上で重要であることが示唆

された。このように、段階的に溶出液の条件を変化させることができ、かつ視覚

的に刺激応答性マテリアルの薬物放出を評価できる実験系を利用することで、

応答性の最適化を行うための情報が得られると考えられる。 

第 4 章では、これまでの評価系を利用した糖応答性マテリアルデザインの応

用として、ボロン酸修飾 Ins と PVA からなるゲルによる放出制御に関して検討

した。QCM 法の結果から、ボロン酸修飾 Ins と PVA の相互作用による複合材料

の形成と糖応答性の崩壊が観測できた。また、修飾するボロン酸誘導体の違いに

よる特性の変化も評価することができた。フロースルーセル型溶出試験器を用

いた放出試験から、GOx と組み合わせた系で Glc の流入に対して高感度に応答

した PBA-Ins の放出が観察された。つまり、Glc 応答性を改善する上で GOx が

有効であることが示された。そして、Glc 刺激時に PBA-Ins の放出率の上昇に合

わせて GOx も放出されたことから、Glc による刺激応答性放出がゲルの網目構
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造の変化に起因することも併せて明らかとなった。よって、これまでの実験系を

組み合わせることで、多様な情報が得られ、新規糖応答性 Ins 放出マテリアルの

設計が可能になるものと考える。 

 以上のことから、ポリボロン酸と水溶性高分子からなるゲルが持つ様々な特

性の中から、粘弾性、分子間相互作用、薬物放出などの着目する特性を的確に調

査するための、物理化学的な評価手法を選択および構築することができた。また、

それらの実験系を組み合わせることで、期待する薬物放出特性を持つ糖応答性

マテリアルを設計するための有用な情報を得ることができた。このことは、環境

の変化に応答する他のマテリアルへの応用も可能であり、これらの手法により

得た多様な情報を収集・蓄積することによって、より優れたマテリアルデザイン

につながるものと考えられる。そして、この評価手法とマテリアルデザインの両

方の改善を繰り返していくことにより、理想的な放出制御機能を有する製剤の

開発につながると考えられる。  
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実験の部 

第 1 章 

1. 実験材料 

 1, 4-Bis(chloromethyl)benzene、poly(vinyl alcohol) (n=2000, PVA)、acetonitrile、

methanol、acetone、NaOH solution (1.0 M) は、和光純薬工業株式会社 (大阪) か

ら購入した。1, 3, 5-tris(bromomethyl)benzene、hexakis(bromomethyl)benzene は、東

京化成株式会社 (東京) から購入した。3-pyridineboronic acid 1, 3-propanediol ester

は、Sigma-Aldrich Japan (東京) から購入した。 

その他の試薬も含めて特級で購入し、精製せずに使用した。 

 

2. 測定機器 

 1H-NMR 測定は、Varian 400-MR (Agilent Technologies, CA, USA) を用いて実施

した。MS 測定は、JMS-700 (日本電子株式会社, 東京) を用いて実施した。静的

粘弾性測定は、SUN RHEO METER CR-100 (サン科学株式会社, 東京) を用いて

実施した。動的粘弾性測定は、レオメータ MCR 302 (アントンパール・ジャパン, 

東京) を用いて実施した。 

 

3. Dipyridiniumboronic acid (DPrBA) の合成 

 1, 4-Bis(chloromethyl)benzene (875 mg, 5.0 mmol) の acetonitrile (80 mL) 溶液に

3-pyridineboronic acid 1, 3-propanediol ester (1630 mg, 10 mmol) を加え、15 時間加

熱還流を行った。反応終了後、溶媒を減圧留去し、残渣に methanol (35 mL) を加

えてろ過した。次いで、溶媒を減圧留去し、残渣に蒸留水 (30 mL) を加えて 15

時間撹拌した。その溶液を acetone (600 mL) に滴下して析出した固体をろ取し、

減圧乾燥させることで DPrBA (961 mg, 46%) を得た。 

1H-NMR (400 MHz, methanol-d4) δ5.85 (s, 4H, -CH2-), 7.58 (s, 4H, XyH), 8.02 (t, 2H, 

PyH), 8.71 (d, 2H, PyH), 8.94 (d, 2H, PyH), 8.98 (s, 2H, PyH). 

FAB-MS, positive mode, matrix: glycerol m/z: 461 
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4. Tripyridiniumboronic acid (TPrBA) の合成 

 1, 3, 5-Tris(bromomethyl)benzene (714 mg, 2.0 mmol) の acetonitrile (90 mL) 溶液

に 3-pyridineboronic acid 1, 3-propanediol ester (1467 mg, 9.0 mmol) を加え、15 時

間加熱還流を行った。反応終了後、溶媒を減圧留去し、残渣に methanol (32 mL) 

を加えてろ過した。次いで、溶媒を減圧留去し、残渣に蒸留水 (27 mL) を加え、

さらに HCl 水溶液 (1.0 M) を加えて pH を約 2 にした状態で 15 時間撹拌した。

その溶液を acetone (900 mL) に滴下して析出した固体をろ取し、減圧乾燥させる

ことで TPrBA (1266 mg, 87%) を得た。 

1H-NMR (400 MHz, methanol-d4) δ5.87 (s, 6H, -CH2-), 7.72 (s, 3H, XyH), 8.02 (t, 3H, 

PyH), 8.71 (d, 3H, PyH), 8.97 (s and d, 6H, PyH). 

FAB-MS, positive mode, matrix: glycerol m/z: 652 

 

5. Hexapyridiniumboronic acid (HPrBA) の合成 

 Hexakis(bromomethyl)benzene (636 mg, 1.0 mmol) の acetonitrile (72 mL) 溶液に

3-pyridineboronic acid 1, 3-propanediol ester (1467 mg, 9.0 mmol) を加え、15 時間加

熱還流を行った。反応終了後、溶媒を減圧留去し、残渣に methanol (32 mL) を加

えてろ過した。次いで、溶媒を減圧留去し、残渣に蒸留水 (27 mL) を加え、さ

らに HCl 水溶液 (1.0 M) を加えて pH を約 2 にした状態で 15 時間撹拌した。そ

の溶液を acetone (900 mL) に滴下して析出した固体をろ取し、減圧乾燥させるこ

とで HPrBA (1052 mg, 77%) を得た。 

 1H-NMR (400 MHz, methanol-d4) δ6.38 (s, 12H, -CH2-), 7.92 (t, 6H, PyH), 8.64 (d, 

6H, PyH), 9.05 (s, 6H, PyH), 9.09 (d, 6H, PyH). 
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6. ピリジニウムボロン酸誘導体/PVA gel の調製 

 DPrBA 水溶液 (20 mg/mL, 500 µL) に NaOH 水溶液 (1.0 M, 250 µL)、PVA 水

溶液 (20 mg/mL, 5.0 mL) を加え、激しく 5 回振って混和した。静的粘弾性測定

の場合、そのうち 5.0 mL をガラス製のスナップカップ (直径 30 mm) に入れて

18 時間室温下で静置させた。動的粘弾性測定の場合、そのうち 4.0 mL をプラス

チックシャーレ (直径 60 mm) に入れて一晩静置させた。 

TPrBA 水溶液あるいは HPrBA 水溶液 (20 mg/mL, 417 µL) と NaOH 水溶液 

(1.0 M, 250 µL)、蒸留水 (83 µL)、PVA 水溶液 (20 mg/mL, 5.0 mL) を混ぜ、激し

く 5 回振った。各粘弾性測定用のサンプルは、DPrBA と同様に分注して調製し

た。 

 

7. 静的粘弾性測定 

調製した 3 種類のゲルに円柱状の冶具 (直径 20 mm, 高さ 10 mm) を使って

27.8%のひずみをかけ続け (ステージの移動速度 20 mm/min)、その際の応力を

50 分間、室温下で測定した。 

 

8. 動的粘弾性測定 

ひずみ分散測定は、角周波数を 10 rad/s に設定し、ひずみを 0.16～400%の範

囲で連続的に大きくしていったときのG
′とG

′′の値を測定した。周波数分散測定

では、ひずみを 1.0%に設定し、角周波数を 10～0.01 rad/s の範囲で連続的に小さ

くしていったときのG
′とG

′′の値を測定した。なお、測定において、使用した冶

具は共にガラス製のパラレルプレート (D-PP38GL)、温度は 35℃で実施した。 
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第 2 章 

1. 実験材料 

 N, N-Dimethylformamide、diethyl ether、PVA (n=500) は、和光純薬工業株式会社 

(大阪) から購入した。3-Aminophenylboronic acid monohydrate、acryloyl chloride、

2, 2’-azobis (isobutyronitrile) (AIBN) は、東京化成株式会社 (東京) から購入した。

2-(Dodecylthiocarbonothioylthio)-2-methylpropionic acid 、 4-(2-

hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES) 、 glucose oxidase from 

aspergillus nigar (GOx) は、 Sigma-Aldrich Japan ( 東京 ) から購入した。

Poly(allylamine) (PAA, 分子量 10000, 20%水溶液) は、日東紡績株式会社 (東京) 

から購入した。 

その他の試薬も含めて特級で購入し、精製せずに使用した。 

 

2. 測定機器 

1H-NMR 測定は、第 1 章と同様の機器を使用した。Quartz crystal microbalance 

(QCM) 法における振動数の測定は、QCA922 (SEIKO EG&G, 東京) で行った。 

 

3. QCM 法によるピリジニウムボロン酸誘導体/PVA 間における相互

作用の評価 

 PVA溶液 (0.10 mg/mL)、DPrBA溶液 (0.12 mg/mL)、TPrBA溶液 (0.10 mg/mL)、

HPrBA 溶液 (0.10 mg/mL) を HEPES 緩衝液 (10 mM, pH 7.4, 150 mM NaCl 含有) 

で調製した。 

フロースルーセル型の装置内に Pt 電極 (QA-A9M PT, SEIKO EG&G, 東京) を

設置して、HEPES 緩衝液を流入させて浸した (5 min)。次に、PVA 溶液に浸した 

(15 min) 後、HEPES 緩衝液でリンスした (5 min)。次に、各種ピリジニウムボロ

ン酸誘導体溶液に浸して (15 min)、同様にリンスした。この操作を繰り返し行っ

て、振動数の変化を評価した。 
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4. 3-Acrylamidophenylboronic acid の合成 

 氷冷下、NaOH 水溶液 (2.0 M, 73 mL) に 3-aminophenylboronic acid monohydrate 

(5.0 g, 37 mmol) を加え、次いで acryloyl chloride (5.9 mL, 73 mmol) を滴下し、1

時間撹拌した。反応終了後、HCl 水溶液 (1.0 M) を加えて pH を約 1.0 にした。

析出した固体をろ取し、冷却水で洗浄した後、減圧乾燥した。その固体を再結晶 

(蒸留水) し、3-acrylamidophenylboronic acid を得た (3.9 g, 55%, Scheme 5)。合成

の確認は、1H-NMR と FAB-MS の測定により行った (Figure 43, 44)。 

1H-NMR (400 MHz, dimethyl sulfoxide-d6) δ5.72 (dd, 1H, -C=CH2), 6.23 (dd, 1H, -

C=CH2), 6.43 (dd, 1H, =CHC=O), 7.27 (t, 1H, ArH), 7.48 (d, 1H, ArH), 7.80 (d, 1H, 

ArH), 7.86 (s, 1H, ArH), 8.01 (s, 2H, -BOH), 10.06 (s, 1H, -NHC=O). 

FAB-MS, negative mode, matrix: glycerol M−H+: 246 

  

Figure 43. 1H-NMR spectrum of 3-acrylamidophenylboronic acid (dimethyl 

sulfoxide –d6). 

Scheme 5. Synthesis of 3-acrylamidophenylboronic acid. 
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5. Poly(3-acrylamidopheyl boronic acid) (PolyPBA) の合成 

 N, N-Dimethylformamide と蒸留水の 19： 1 (v/v) 溶液  (8.0 mL) に 3-

acrylamidophenylboronic acid (2.3 g, 12 mmol)、2-(dodecylthiocarbonothioylthio)-2-

methylpropionic acid (438 mg, 1.2 mmol)、AIBN (49 mg, 0.30 mmol) を加え、30 分

間 N2バブリングを行った後、70℃で 20 時間撹拌した。次いで、反応溶液を diethyl 

ether (500 mL) に滴下し、析出した固体をろ取して PolyPBA (2.3 g, 84%) を得た。 

1H-NMR (400 MHz, methanol-d4) δ0.89 (t, 3H, -CH3), 1.27 (s, 18H, -CH2-), 1.80 (m, 

29H, -CH2-), 2.50 (m, 16H, -CHC=O-), 7.40 (m, 57H, ArH). 

 

6. QCM 法による PolyPBA/PAA 間における相互作用の評価 

 PAA 溶液 (0.10 mg/mL)、PolyPBA 溶液 (0.10 mg/mL)、GOx 溶液 (0.10 mg/mL) 

を HEPES 緩衝液 (10 mM, pH 7.4, 150 mM NaCl 含有) で調製した。 

フロースルーセル型の装置内に Pt 電極を設置して、HEPES 緩衝液を流入させ

た (5 min)。次に、PAA 溶液に浸した (5 min) 後、HEPES 緩衝液でリンスした (5 

min)。さらに、PolyPBA 溶液に浸して同様にリンスした (5 min) 後、再度 PAA

溶液を流入させてリンスした。その後 GOx 溶液を流入させ、この操作を繰り返

し行って、振動数の変化を評価した。  

Figure 44. FAB-MS (negative mode) and structures of 3-acrylamidophenylboronic 

acid glycerin complex. 

NH

B

O

O

O

CH2

OH

m/z  246 
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第 3 章 

1. 実験材料 

D-(+)-glucose (Glc)、diethylene glycol (DE) は、和光純薬工業株式会社 (大阪) か

ら購入した。PVA (n=2000)、PAA、GOx、HEPES、NaOH solution などは、第 2 章

までと同じものを用いた。 

その他の試薬も含めて特級で購入し、精製せずに使用した。 

 

2. 測定機器 

 吸光度の測定は、SpectraMax M5e (Molecular Devices, CA, USA) で行った。 

 

3. DPrBA/ PVA gel の Glc 添加による外観変化の評価 

DPrBA 水溶液 (20 mg/mL, 174 µL) と NaOH 水溶液 (1.0 M, 86 µL)、PVA 水溶

液 (20 mg/mL, 1.74 mL) を激しく振とう混和して一晩静置させた。そこへ、最終

濃度が 100 mM になるように、Glc 水溶液 (90.1 mg/mL, 500 µL) あるいは DE 水

溶液 (53.1 mg/mL, 500 µL) を加え、経時的に外観の様子を撮影した。 

 

4. フロースルーセル型溶出試験器の作成 

アクリル板 (厚さ 2.0, 5.0, 10 mm, 1 辺の長さ 40 mm) をルーターで加工した 

(Figure 45)。それぞれのアクリル板の間には高真空用グリースを塗り、それらを

重ね合わせてミキサハウジング (YMC-P-0030-01, YMC, 京都) で固定すること

により試験器を作製した。 

Thickness：10 mm Thickness：5.0 mm Thickness：2.0 mm 

Figure 45. Schematic representation of an acrylic plate constituting a flow-through 

cell. 
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4. フロースルーセル型溶出試験器を用いた放出試験による DPrBA/ 

PVA gel および PolyPBA/PAA gel の Glc 応答性崩壊挙動の評価 

 スクリュー管で DPrBA 水溶液 (20 mg/mL, 174 µL) と NaOH 水溶液 (1.0 M, 86 

µL)、PVA 水溶液 (20 mg/mL, 1.74 mL) を混合し、すぐにアクリル板 (厚さ 10 

mm) に空いている円柱状の空洞へ分注した (300 µL)。それを 25℃で一晩静置さ

せた後、3 枚のアクリル板に高真空用グリースを塗り、ミキサハウジングで固定

した。試験器には 2 つのシリンジポンプ (YSP-101, YMC, 東京) を接続して、ま

ずは片方の流入路から HEPES 緩衝液 (10 mM, pH 7.4) を流し (15 µL/min)、20

分間隔で 1 時間サンプリングを行った。次に、ポンプの ON/OFF を切り替え、

もう一方のポンプで HEPES 緩衝液、あるいは HEPES 緩衝液で調製した Glc 溶

液 (100 mM) を流し (15 µL/min)、20 分間隔で 1 時間サンプリングを行った。試

験終了後、試験器内に Glc 溶液 (100 mM) を流し入れて溶液を回収した。また、

厚さ 2.0 mm のアクリル板を外し、パスツールピペットで試験器内に Glc 溶液を

少量入れてその溶液を回収する作業を繰り返し行うことで、試験器内に残って

いるゲルを回収した。各サンプルおよび回収したゲルの吸光度をマイクロプレ

ートリーダーで測定して (λ: 262 nm)、それぞれの DPrBA 含有量を求めた。 

 PolyPBA/PAA gel においては、スクリュー管で PolyPBA 水溶液 (5.0 mg/mL, 200 

µL) と PAA 水溶液 (200 mg/mL, 1.0 mL)、GOx (7.54 mg)、acetone (500 µL)を混合

し、すぐにアクリル板 (厚さ 10 mm) に空いている円柱状の空洞へ分注した 

(300 µL)。放出試験は、DPrBA/ PVA gel と同様の操作で行い、PolyPBA の放出プ

ロファイルを得た (λ: 250 nm)。 
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第 4 章 

1. 実験材料 

Insulin (Ins, Human, recombinant)、sodium dodecyl sulfate (SDS)、acetic acid、D-

(-)-fructose (Fru)、dimethyl sulfoxide (super dehydrated)、N,N-dimethylformamide 

(super dehydrated) は、和光純薬工業株式会社 (大阪) から購入した。tributylamine 

(TBA) 、isobutyl chloroformate は、東京化成株式会社 (東京) から購入した。4-

carboxyphenylboronic acid、2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS, 5%水溶液) は、

Sigma-Aldrich Japan (東京) から購入した。4-carboxy-3-fluorophenylboronic acid は、

Oakwood Products Inc.から購入した。PVA (n=500, 2000)、GOx、HEPES、NaOH 

solution などは、第 3 章までと同じものを用いた。 

その他の試薬も含めて特級で購入し、精製せずに使用した。 

 

2. 測定機器 

 ボロン酸修飾数を評価する際の吸光度の測定は、JASCO V-560, ETC-505T (日

本分光, 東京)で行った。放出試験における吸光度の測定は、第 2 章と同様の装

置で行った。 

 

3. Phenylboronic acid-modified insulin (PBA-Ins) と fluorophenylboronic 

acid-modified insulin (FPBA-Ins) の合成 

Ins (300 mg, 51.7 µmol) を TBA (300 µL) および dimethyl sulfoxide (60 mL) の混

合溶液に溶解させ、insulin 溶液を調製した。別容器で、4-carboxyphenylboronic acid 

(43 mg, 259 µmol) を TBA (61.2 µL) と N,N-dimethylformamide (12 mL) の混合溶

液に溶解し、その溶液に isobutyl chloroformate (33 µL, 252.6 µmol) を加えた。次

いで、insulin 溶液に加え、窒素置換した後、室温下で 3 時間撹拌した。反応終了

後、蒸留水 (10 mL) を加え、その溶液を透析した (MWCO 3500)。それを凍結乾

燥して PBA-Ins を得た。FPBA-Ins は、4-carboxy-3-fluorophenylboronic acid を用い

た同様の操作により合成した。 
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4. PBA-Ins および FPBA-Ins におけるボロン酸修飾数の評価 

リン酸緩衝液 (0.01 M, pH 9.0) で SDS 溶液 (0.15%) を調製した。その溶液で

ins、PBA-Ins、FPBA-Ins 溶液 (1.0 mg/mL) と TNBS 溶液 (0.03%) を調製した。

SDS 溶液 (2.0 mL)、各サンプル溶液 (2.0 mL)、TNBS 溶液 (1.0 mL) をバイアル

に入れ、50℃で振とう混和せた (1 hr)。その後、HCl 溶液 (0.20 M, 3.8 mL) をバ

イアルに加え、室温で静置した (30 min)。それぞれの反応溶液において、吸収ス

ペクトルを測定して、吸収極大波長における吸光度を求めた。 

 

5. QCM 法による PBA-Ins/PVA および FPBA-Ins/PVA 間における相互

作用の評価 

PVA 溶液 (n=500, 0.10 mg/mL)、PBA-Ins 溶液 (0.10 mg/mL) を HEPES 緩衝液 

(10 mM, pH 7.4, 150 mM NaCl 含有) で調製した。 

フロースルーセル型の装置内に Pt 電極を設置して、HEPES 緩衝液を流入させ

て浸した (5 min)。次に、PVA 溶液に浸した (15 min) 後、HEPES 緩衝液でリン

スした (5 min)。次に、PBA-Ins 溶液に浸して (15 min)、同様にリンスした。こ

の操作を繰り返し行って、振動数の変化を評価した。 

FPBA-Ins も同様の操作で評価した。 

 

6. QCM 法による PBA-Ins/PVA および FPBA-Ins/PVA 複合材料の糖応

答性崩壊挙動の評価 

前述した PBA-Ins/PVA あるいは FPBA-Ins/PVA の流入サイクルを 5 回繰り返

して Pt 電極上に複合材料を積層させた。そこに、HEPES 緩衝液 (10 mM, pH 7.4, 

150 mM NaCl 含有) で調製した Fru 溶液 (10 mM) を流入させた (1 hr)。HEPES

緩衝液でリンスした (5 min) 後、Fru 溶液 (100 mM) に浸した (1 hr)。最後に

HEPES 緩衝液でリンスして (15 min)、振動数の変化を評価した。 

Glc においても同様の操作を行った。 
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7. フロースルーセル型溶出試験器を用いた放出試験による PBA-Ins/ 

PVA gel および FPBA-Ins/PVA gel の Glc 応答性 Ins 放出の評価 

スクリュー管で PBA-Ins (1.0 mg)、NaOH 水溶液 (1.0 M, 20 µL)、HCl 水溶液 

(1.0 M, 10 µL)、PVA 水溶液 (n=2000, 20 mg/mL, 1.74 mL)、必要に応じて GOx (37.5 

mg)を混合し、アクリル板 (厚さ 10 mm) に空いている円柱状の空洞へ分注した 

(300 µL)。それを－20℃で 15 時間凍結させた後、25℃で解凍した。放出試験は、

DPrBA/ PVA gel と同様の操作で行い、PBA-Ins の放出プロファイルを得た (λ: 

250 nm)。 
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