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研究成果の概要（和文）：本研究では、分子科学に基づいたナノメディシンの実現を目指し、細胞内の生命反応を応答
駆動力として細胞内反応を調節する超分子を設計した。基本分子骨格として、線状高分子であるポリエチレングリコー
ル（PEG）に環状分子であるシクロデキストリン（CD）が貫通した骨格のポリロタキサン（PRX）を使用した。PRXは末
端の切断による分解応答特性を示すため、分解応答型PRXを基盤材料として、ポリロタキサン分子骨格と生体分子との
相互作用、核酸やタンパク質等の細胞内導入と生理活性の発現におけるPRX分子構造の影響、ならびに細胞内分解特性
の効果について検討した。

研究成果の概要（英文）：For regulating cellular functions, we have studied supramolecular polyrotaxanes 
as novel biomaterials. One of the characteristics seen in polyrotaxanes is the mobility of cyclic 
compounds, and they can be freely rotational and sliding if any intermolecular forces with the linear 
chain and the neighboring cyclic compound are eliminated. In particular, polyrotaxanes consisting of 
α-CD molecules and a poly(ethylene glycol) (PEG) chain are feasible in the structural components as 
biomaterials.

研究分野： バイオマテリアル科学

キーワード： ポリロタキサン　シクロデキストリン　siRNA　酵素　成長因子
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１．研究開始当初の背景 

細胞代謝反応（細胞形質膜や膜直下の受

容体群、リソソーム内酵素、ミトコンドリ

ア電子伝達系酵素、骨格系タンパク質の再

配列を制御する細胞質内酵素、核内での遺

伝子転写や粗面小胞体でのタンパク質産

生）などの、空間的に異なる極微細領域ご

とに同時多発あるいは連携進行する分子反

応をリアルタイムで追跡しつつ、細胞内反

応を任意に調節することは、ナノメディシ

ン分子科学を確立する上で必要不可欠であ

る。本研究では、こうした目的設定のもと、

細胞小器官内酵素反応や局所水素イオン濃

度の変化を駆動力に構造変化を示す化合物

を用いて、生体分子反応を解析、および反

応を制御することで疾患治療が可能なナノ

メデイシンを設計していく。 

 

２．研究の目的 

本研究では、分子科学に基づいたナノメ

ディシンの実現を目指し、細胞内の生命反

応を応答駆動力とする超分子を設計し、細

胞内反応を調節する。基本分子骨格として、

線状高分子であるポリエチレングリコール

（PEG）に環状分子であるシクロデキスト

リン（CD）が貫通し、両末端にストッパー

分子を結合したポリロタキサン（PRX）骨

格を使用する。ポリロタキサンは線状高分

子の軸に沿った CD の運動性や、末端の切

断による分解応答特性を示す。すなわち、

ポリロタキサンは CD 貫通率に応じて運動

性、主鎖の剛直性が変化する分子であるこ

とから、超分子骨格構造に応じて生体分子

や細胞との特異的な相互作用を示すと考え

られる。そこで、分解応答型 PRX を基盤

材料として細胞内反応の調節を目指して、

ポリロタキサン分子骨格と生体分子との相

互作用に関する検討を行なった。さらに、

核酸やタンパク質等を利用した疾患治療の

プラットフォームとして PRX を応用する

ために、生体分子と細胞内導入と生理活性

の発現における PRX 分子構造の影響、なら

びに細胞内分解特性の効果について検討し

た。 

 

３．研究の方法 

（１）ポリロタキサン骨格構造が細胞取り

込みに及ぼす影響 

 ポリロタキサンは CD 部位の運動性によ

り多価相互作用を亢進されることを見出し

ているが、一方で CD の貫通量に従いポリ

ロタキサン分子の剛直性が変化する。この

ような特性を鑑みると、PRX は超分子骨格

構造に応じて細胞との相互作用、細胞への

取り込みにおいて特異的な作用を示すと考

えられる。そこでCD貫通数5, 34, 63のPRX

に対し、ジメチルアミノ（DMA）基と蛍光

分子を修飾し細胞への取り込みを評価した。 

（２）siRNA デリバリ−におけるポリロタ

キサン骨格構造の影響 

生体分子として siRNA を選択し、ジメチ

ルアミノエチル基修飾 PRX（DMAE-PRX）

との静電複合形成を評価した。軸高分子の

分子量、CD 貫通数、DMAE 基修飾数の異

なる DMAE-PRX を調製し、siRNA と混合

し静電複合体の形成、ならびに安定性につ

いて評価した。また、HeLa 細胞に対する細

胞内取り込み量を蛍光標識 siRNA により

評価するとともに、遺伝子発現抑制効果を

ルシフェラーゼアッセイにて評価した。 

（３）分解応答性ポリロタキサンを用いた

タンパク質の細胞内導入と活性発現 

生体分子をより複雑な構造であるタンパ

ク質へと置き換えて、カチオン性 PRX との

複合体形成、ならびに細胞内での活性発現

について評価した。酵素として-ガラクト

シダーゼ(β-gal)を選択した。細胞内環境に

応答した PRX の分解が細胞内での生体分

子の活性発現に与える影響を明らかとする

ために、細胞内還元物質により切断される



ジスルフィド結合を軸高分子末端に導入し

た DMAE-SS-PRX を調製し、β-gal との静電

複合体評価と細胞内デリバリーを検討した。 

（４）アニオン性ポリロタキサンを用いた

タンパク質との複合体形成と活性発現 

Bone morphogenetic protein-2（BMP-2）は

強力に骨の再生を促すことが知られており、

再生医療において広く注目されている。し

かし、BMP-2 は不安定なタンパク質であり、

多量の BMP-2 投与が必要となる。しかし、

多量投与による炎症、異常骨形成、癌化等

の報告がある。BMP-2 の投与量、投与頻度

低減のためのアプローチとして、BMP-2 の

活性を亢進するヘパリン等の添加剤の利用

が検討されている。ヘパリンの代替材料と

して PRX の利用を検討した。PRX の α-CD

部にヘパリンと同様の化学構造である硫酸

基を導入した硫酸化 PRX を設計し、BMP-2

との静電複合体の形成、血液抗凝固作用、

in vitro での骨分化、ならびにマウス頭蓋骨

欠損モデルに対する骨再生能を評価した。

ICR マウス（5 週齢）の頭蓋骨に 3.5 mm 径

の骨欠損を作成し、コラーゲンスポンジに

BMP-2（10 ng/mice）を担持させ欠損部に埋

入した。骨の形成は、一週間毎に X 線マイ

クロ CT 測定を行い骨形成の時間変化を評

価した。 

（５）分解性ポリロタキサンを用いた代謝

疾患治療 

ニーマンピック病 C 型（NPC 病）は、エ

ンドソーム膜上のタンパク質 NPC1 の変異

により、リソソーム内にコレステロールや

脂質の異常蓄積が起こる疾患である。本研

究では，PRX を用いた NPC 病治療を考案

した。末端に細胞内分解性結合を有する

PRX は、細胞内特異的に CD を放出するこ

とでコレステロール除去が可能になると考

えられる。このような PRX による NPC 病

治療のコンセプトを実証するための第一段

階として、本研究では NPC 病患者由来細胞

に対する細胞内分解性 PRX のコレステロ

ール除去作用について HP-β-CD と比較検

討した。 

 

４．研究成果 

（１）ポリロタキサン骨格構造が細胞取り

込みに及ぼす影響 

 CD 貫通数 5, 34, 63 の DMA-PRX に対し、

蛍光分子を修飾し細胞への取り込みを評価

した。その結果、CD 貫通数の増加に伴い

細胞への取り込み量が増加する傾向が認め

られた。特に、CD 貫通数 63、DMA 修飾数

58 の PRX（58N-63-CD-PRX）は、同等のア

ミノ基数のメタクリレートポリマーや

DMA 修飾多糖（プルラン）よりも飛躍的

に高いものであった。また、4 oC で細胞と

接触させた結果、58N-63-CD-PRX と接触し

た細胞のみ細胞膜に PRX が局在する様子

が観察された。詳細なメカニズムに関して

は現在解明中であるが、ポリロタキサン骨

格の剛直性、あるいは動的な多価相互作用

が細胞膜との相互作用を亢進し得ることが

示唆された。 

（２）siRNA デリバリ−におけるポリロタ

キサン骨格構造の影響 

生体分子として siRNA を選択し、ジメチ

ルアミノエチル基修飾 PRX（DMAE-PRX）

との静電複合形成を評価した。結果、CD

貫通数が多く剛直な骨格の PRX ほど低混

合比で複合体を形成することが明らかとな

った。一方、PRX/siRNA 複合体に対してヘ

パリンを添加した際のポリアニオン交換反

応に対する複合体の安定性を調べた結果、

CD 貫通数 31 の PRX と比較して、CD 貫通

数 52の PRXは最大で 10倍高い濃度のヘパ

リンを添加することではじめて複合体から

の siRNA の放出が観察された。以上より、

PRX の骨格構造（CD 貫通数）が siRNA と

の静電複合体形成能と安定化に寄与してい

ることが明らかとなった。また、細胞内へ



DMAE-PRX/siRNA 複合体の導入を行なっ

た結果、既存の導入試薬である ExGen や

Lipofectamine より有意に高い細胞内 siRNA

導入量を示し、特に CD 貫通数 52 の PRX

においては約 30 倍高い取り込みを示した。

このような PRX による細胞内 siRNA 導入

における有意性は、PRX 上のアミノ基の修

飾数や複合体のゼータ電位といった細胞と

の静電相互作用に関する因子よりも、交換

反応に対する安定性との間に相関関係が見

出された。以上より、siRNA の細胞内導入

において超分子骨格が強く影響することが

明らかとなった。 

（３）分解応答性ポリロタキサンを用いた

タンパク質の細胞内導入と活性発現 

DMAE-SS-PRXβ-gal 複合体は、HeLa 細胞

に対し市販のタンパク質導入試薬（Xfect）

より高い細胞内導入効率を示した。蛍光性

基質である TokyoGreen-β-gal を用いて、細

胞内酵素活性を蛍光イメージングにより評

価した。その結果、DMAE-SS-PRX/β-gal 複

合体は強い蛍光を示し、細胞内で高い酵素

活性を示す事が明らかとなった。これは細

胞内での効果的リリースにより、酵素活性

の発現に結実した結果であると考えられる。

よって分解応答型ポリロタキサンによる生

体分子の細胞内デリバリーは核酸に限定さ

れることなく、複雑な構造のタンパク質の

細胞内導入と細胞内での活性発現を誘導す

ることにおいても有効であることが明らか

となった。 

（４）アニオン性ポリロタキサンを用いた

タンパク質との複合体形成と活性発現 

硫酸化 PRX と BMP-2 は数百 nm の静電

複合体を形成することを透過型電子顕微鏡

観察より明らかとした。また、本複合体は

MC3T3-E1 細胞に対し、BMP-2 単独と比較

して骨分化誘導、石灰化の促進作用を示す

ことを確認した。BMP-2/硫酸化 PRX 複合

体による骨分化促進作用が実際に in vivo

での骨再生に対しても有効化明らかとする

ため、マウス頭蓋骨欠損モデルにおける骨

再生の評価を行った。BMP-2 移植群では移

植三週後よりわずかな骨形成が確認された。

BMP-2/硫酸化 PRX 移植群では、出血の問

題もなく生存率も 100%であり、in vitro で

得られた血液抗凝固作用は示さないことが

in vivo でも確認された。BMP-2/硫酸化 PRX

移植群では移植二週後より欠損部位全面に

およぶ顕著な骨再生が確認された。すなわ

ち、硫酸化 PRX の添加により骨再生までの

時間を短縮するとともに、骨形成の範囲も

拡大することが明らかとなった。本結果よ

り、硫酸化 PRX と BMP-2 の複合体は成長

因子の活性を in vivo でも亢進し、効率的な

骨再生を誘導することが示唆された。 

（５）分解性ポリロタキサンを用いた代謝

疾患治療 

細胞内分解性 PRX として末端にジスルフ

ィド結合を有するプルロニック P123 と

β-CD からなる PRX を調製し、PRX 上の

β-CD 部位にヒドロキシエチル（HE）基を

導入することで水溶性かつ細胞内分解性を

有する HE-SS-PRX を設計した（β-CD 貫通

数：12.9、HE 基修飾数：52）。 

NPC1 細胞におけるコレステロール蓄積

改善効果を、細胞内コレステロール蓄積量

の定量より評価した。コレステロール蓄積

量に対する用量反応曲線より求めた

HP-β-CD の半数効果濃度は 2.6 mM であっ

たのに対し、HE-SS-PRX の半数効果濃度は

HP-β-CD の約 1/100 である 0.024 mM であ

った。よって、細胞内特異的な PRX の分解

と β-CD の放出がコレステロール蓄積改善

に非常に有効であることから、NPC 病治療

への応用が期待される。 
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