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研究成果の概要（和文）：セルロースオリゴマーのアルカリ水溶液を酸で中和すると、セルロースオリゴマーの
不溶化に伴い自己集合が誘起され、結晶性のナノリボン状集合体が物理架橋したハイドロゲルが得られることを
明らかにした。この自己集合は様々な温度やイオン濃度の条件のみならず、血清を含む細胞培養液のような様々
な夾雑物質の存在下でも進行した。得られたハイドロゲルは細胞を3次元培養するための良好なマトリックスと
して機能し、生成した細胞集合体は自然濾過により容易に回収できた。本自己集合系は片末端に官能基をもつセ
ルロースオリゴマー誘導体にも適用でき、また、水溶性高分子との複合ハイドロゲルの構築などにも利用でき
た。

研究成果の概要（英文）：The neutralization-induced self-assembly of cellulose oligomers produced 
physically cross-linked hydrogels composed of crystalline nanoribbon networks. The self-assembly 
proceeded at various temperatures and ionic concentrations. Furthermore, the self-assembly was 
remarkably extended in serum-containing cell culture media, followed by 3D cell culture through 
control of the gelation time using seed crystals. Model cells proliferated to produce cell 
aggregates (so-called spheroids) in the hydrogels due to the anti-biofouling properties of the 
nanoribbons. The spheroids were readily collected from the hydrogels by natural filtration after 
mechanical collapsing of the hydrogels, thereby proposing the potential applicability for 3D cell 
culture matrices. The self-assembly was applicable to cellulose oligomer derivatives with a 
functional group at the reducing end. Furthermore, the composite hydrogels were produced through the
 self-assembly in the presence of other functional polymers.

研究分野：生体高分子化学

キーワード： セルロース　酵素反応　自己集合　ハイドロゲル　細胞培養

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
水中における分子の自己集合は、生体内のいたるところで観察される普遍的な現象であり、精緻な生命活動を維
持する上で必要不可欠である。これまでに、様々な生体分子の自己集合が研究されてきたが、セルロースなどの
結晶性多糖の自己集合は十分には研究されてこなかった。本研究では、比較的分子量が小さなセルロースのアル
カリ水溶液を酸で中和すると、それらの自己集合が誘起され、ナノリボン状の集合体からなるハイドロゲルが得
られることを明らかにした。このハイドロゲルが細胞を生きたまま培養するための優れた材料であることを見出
した。本成果は生体や環境にやさしい機能性材料を創成するための基礎的な知見になると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 溶液中における分子の自己集合は、多様な分子間相互作用に基づいて、複雑かつ精密な集合構
造を広範なスケールで階層的に構築するのに役立つ、きわめて単純なボトムアッププロセスで
ある。生体中では、DNA の二重らせん形成や脂質の二分子膜形成など、生体内のいたるところで
観察される普遍的な現象であり、精緻な生命活動を維持する上で必要不可欠である。また、常温・
常圧の温和な条件下で自発的に進行し、特別な装置を必要としないことから、低エネルギーかつ
環境低付加な材料創製の観点からも利用価値がある魅力的な手法である。これまでに、分子レベ
ルでの生命現象の理解や生体分子を素材とする材料創製の観点から、核酸、タンパク質、ペプチ
ド、脂質などの様々な生体分子の水中における自己集合が広く検討されてきた。 
 しかしながら、セルロースやキチンなど、化学的安定性や高い力学強度などの優れた特性をも
ち、生物の個体を力学的に支える骨格の役割を担う構造多糖の自己集合は、生物学的あるいは材
料科学的な意義や重要性が認められるにも関わらず、十分には研究されてこなかった。その理由
として、糖鎖の合成には、保護／脱保護反応に基づく多段階かつ煩雑な合成プロセスが必要であ
るため、自己集合研究に必要な試料を十分に供給することが難しかったこと、また、構造多糖は
溶媒への溶解性が低いことから溶液プロセスの構築が難しく、系統的な自己集合研究が実施で
きなかったことなどが挙げられる。よって、構造多糖の自己集合を理解し、そして利用していく
ためには、従来とは異なるアプローチを展開する必要がある。 
 申請者らは本研究の申請までに、セロデキストリンホスホリラーゼ（CDP）を触媒としてセル
ロースオリゴマーやその誘導体を酵素合成すると、5 nm（厚さ）×数 100 nm（幅）×数 10 µm 以
上（長さ）の形態をもつ結晶性のナノリボン状集合体を自発的に生成し、それらが物理的に絡み
合うことで反応液がゲル化することを見出していた。このことは、セルロースオリゴマーやその
誘導体が自己集合化素材として高い潜在能力をもつことを示している。しかしながら、酵素反応
液中には未反応の原料や酵素など他の物質が混在しており、自己集合の基礎的な理解やその後
の材料応用にとって好ましくなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、酵素触媒重合によりあらか
じめ化学合成した分子構造が明確なセル
ロースオリゴマーやその誘導体をアルカ
リ水溶液とした後、そこに酸を添加（中和）
することで自己集合を誘起し、特徴的なナ
ノリボン状集合体のネットワークからな
る新奇なセルロース系ハイドロゲル材料
をボトムアップ創製することを目的とし
た（図 1）。 
 
３．研究の方法 
 Clostridium thermocellum YM4由来の CDPを大腸菌により発現させた後、ニッケル-ニトリロ
三酢酸カラムを用いて His-Tag精製した。得られた CDPを用い、α-グルコース一リン酸をモノ
マー、グルコースをプライマー（重合開始点）として、セルロースオリゴマーを酵素合成した（ス
キーム 1）。片末端に機能性基をもつセルロースオリゴマーを合成する際には、相当するグルコ
ース誘導体をプライマーに用いた。合成したセルロースオリゴマーの化学構造ならびに重合度
を 1H 核磁気共鳴スペクトルあるいはマトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型マスス
ペクトルにより、反応液中で得られた集合体の結晶構造を広角 X線回折（WAXD）ならびに赤外吸
収（IR）スペクトルにより、集合体の形態を各種顕微鏡によりそれぞれ評価した。得られたセル
ロースオリゴマーを NaOH水溶液に溶解した後、そこに HCl水溶液を添加することで中和し、自
己集合を誘起した。その際、中和後に望みの pHやイオン濃度になるように、あらかじめ NaOH水
溶液あるいは HCl 水溶液にイオン等を添加しておいた。得られた集合体を酵素合成時と同様に
構造解析した。さらに、
細胞を封入したり、他の
高分子と複合化したり
する場合には、それらを
中和後直ちに添加し、同
様にセルロースオリゴ
マーを自己集合させた。 
 
４．研究成果 
 平均重合度が 10 程度のセルロースオリゴマー（あるいはその片末端誘導体）を酵素合成した。

 

図 1 本研究の概要 
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異なるセルロースオリゴマー濃度（0.25-2.0% 
(w/v)）での自己集合について、137 mMの NaCl
を含むリン酸緩衝生理食塩水（PBS）中、pH 7.4、
25℃で行ったところ、0.50% (w/v)以上で溶液
がゲル化した（図 2）。この際、ゲル化に要す
る時間はセルロースオリゴマー濃度の増加と
ともに短縮した。これらの結果から、特定の濃
度以上になると、セルロースオリゴマーが自己
集合してネットワーク構造を形成することが
分かった。自己集合化の前後でセルロースオリ
ゴマーの化学構造や重合度の変化はほとんど
観察されず、本手法の有用性を確認した。 
 ハイドロゲルを凍結乾燥することでキセロ
ゲルとし、これを走査型電子顕微鏡（SEM）に
より観察したところ、ハイドロゲルは幅が数
百ナノメートル、長さが数マイクロメートル
以上の成長したナノリボン状集合体のネット
ワークで構成されていた（図 3左）。ナノリボ
ン状集合体には分岐構造が観察されなかった
ことから、ハイドロゲルはナノリボン状集合
体の物理的な架橋によって形成されていることが示唆された。より微細な形態を原子間力顕微
鏡（AFM）により観察したところ、ナノリボン状集合体の厚さは 5.1±0.4 nmであり（図 3右）、
この値はセルロースオリゴマーの主成分であるセロオクタオースの分子長（4.2 nm）と同程度で
あった。 
 ナノリボン状集合体の WAXD プロファイルは、熱力学的に安定なセルロース IIの 1-10、110、
020 面に由来する 2θ= 12.3°、20.0°、22.1°のピークをそれぞれ示した。また、IRスペクト
ルからもセルロースオリゴマーがセルロース IIを形成していることが確認された。一連の構造
解析の結果から、セルロースオリゴマーはナノリボン状集合体の基底面に対して垂直方向に逆
平行に配列しながら結晶化していることが示唆された（図 1右）。ナノリボン状集合体の形態お
よび結晶学的特性は、CDPを触媒としてセルロースオリゴマーを酵素合成した際に反応液中で得
られるものと酷似していた。よって、ナノリボン状集合体ならびにそれらのネットワーク構造は、
セルロースオリゴマーが自己集合した際に不変的に形成するナノ構造体であることが示唆され
た。また、我々の以前の研究において、酵素反応液中でナノリボンネットワークが形成されるメ
カニズムとして、水不溶性のセルロースオリゴマーが一時に生成されることが重要であること
を提案している。本研究の自己集合においても十分量のセルロースが中和により一時に不溶化
するため、似通ったメカニズムでナノリボンネットワークが生成されることが示唆された。 
 中和に基づく自己集合化の利点として、広範な条件に適用できる点がある。実際に、酵素反応
と比較して広い温度範囲（図 4左）や NaCl 濃度範囲（図 4右）でハイドロゲルが得られること
が実証できた。この際、ゲル化時間は、溶液の温
度上昇や NaCl 濃度の増大に伴い短縮したことか
ら、セルロースオリゴマーやナノリボン状集合体
間の疎水性相互作用（あるいは疎水性効果）がゲ
ル化を促進していることが示唆された。このよう
に、酵素反応液中における自己集合系とは異なる
様々な条件下において、セルロースオリゴマーが
結晶性ナノリボンネットワークに自己集合する
ことが明らかになり、中和に誘起される自己集合
系の汎用性の高さを明らかにできた。 
 細胞を生体適合性の高いマトリックス中に安

定に封入することは、細胞の特性や機能を高めた

り、制御したりする上で魅力的である。そのため

には、細胞培養条件下でマトリックスを構築でき

ることが望ましい。そこで、セルロースオリゴマ

ーの自己集合について、10％のウシ胎児血清

（FBS）を含む細胞培養用培地中で検討した。セ

ルロースオリゴマーの濃度を 0.50% (w/v)、温度

を 37℃に設定して自己集合させたところ、120分

後には培地がゲル化した。ゲル化時間や構造・形

態学的特徴は、PBS中で自己集合させた場合とほ

ぼ同じであった（図 5 左と中央）。これらの結果

から、細胞培養液や血清などの夾雑物質が存在し

 
図 2 異なるセルロースオリゴマー濃度に
おける自己集合化 

 
図 3 キセロゲルの SEM像（左）と破砕した
ナノリボン状集合体の AFM像（右） 

 
図 4 様々な温度（左）や NaCl 濃度（右）
におけるセルロースオリゴマーの自己集
合化（[セルロース] = 2％ (w/v)） 

 
図5 FBSを含む細胞培養用培地中におけ
るセルロースオリゴマーの自己集合化 



ていても自己集合が同様に進行することがわかり、中和による自己集合系の汎用性がさらに示

された。しかし、ゲル化時間が 120分と遅かったため、同様の自己集合を細胞存在下で実施する

と、細胞が容器の底部に沈んでしまい、細胞をハイドロゲル内に 3次元的に封入することができ

なかった。 

 そこで、あらかじめ調製したセルロースオリゴマー集合体を種結晶として、ゲル化時間を短縮

あるいは制御することを試みた。その結果、種結晶の添加により確かにゲル化時間は短縮し、添

加量を変えることでゲル化時間を制御できた。例えば、0.5% (w/v)のセルロースオリゴマーに

0.1% (w/v)の種結晶を加えた場合、ゲル化時間は 20分に短縮され、細胞の封入に適したゲル化

時間となった（図 5右）。この際、種結晶を添加しない場合と同様のナノリボンネットワークの

形成を確認でき、また、種結晶とナノリボン状集合体を SEM観察により見分けることは困難であ

った。よって、種結晶の濃度依存的にゲル化時間が短縮したことと併せて考えると、種結晶はナ

ノリボン状集合体に組み込まれていることが示唆された。 

 次に、3 種類の細胞（HeLa 細胞、HEK293 細胞、A549 細

胞）を含む血清含有細胞培養液中、セルロースオリゴマー

と種結晶の濃度がそれぞれ 0.5% (w/v)と 0.1% (w/v)の条

件下で自己集合させた。興味深いことに、細胞存在下でも

ハイドロゲルを同様に調製でき、細胞をハイドロゲル内に

3 次元的に封入できた。ハイドロゲル内の細胞を培養した

ところ、細胞は時間とともに増殖することでスフェロイド

（球状の細胞集合体）となった（図 6）。細胞の生死を判定

したところ、スフェロイドを構成するほとんどの細胞が生

存していた。よって、ナノリボン状集合体が細胞にとって

低毒性であることや、ハイドロゲル内での物質移動が十分に行われていることが示唆された。実

際、細胞種に関係なく、培養後に 95％以上の細胞が生存していた。また、生成したスフェロイ

ドのサイズがナノリボンネットワークの空隙よりも大きかったことから、スフェロイドへの成

長の過程でナノリボンネットワークが機械的に破壊されていることが示唆された。さらに、スフ

ェロイドはハイドロゲル内の同じ位置に固定されており、培養中に移動したり、沈降したりする

ことはなかった。よって、スフェロイド周囲のネットワーク構造が培養中も安定に保持されてい

ることが分かった。 

 さらに興味深いことに、ピペット操作による水流によって

ナノリボンネットワークを機械的に破砕することにより、破

砕されたナノリボン状集合体とスフェロイドを含む分散液が

得られた。これを適切な孔径のフィルターを用いて自然ろ過

することで、スフェロイドを簡単に回収できることが分かっ

た（図 7）。細胞の生死を判定したところ、回収したスフェロ

イドを構成するほとんどの細胞が生存していた。このように、

ナノリボンネットワークからなるハイドロゲルが 3 次元細胞

培養用のマトリックスとして有用であることが明らかになっ

た。スフェロイド形成のメカニズムを解明するために、さま

ざまな濃度のタンパク質を用いて、ナノリボン状集合体へのタンパク質の物理吸着について評

価した。異なる特性をもつヒト血清アルブミン、フィブリノーゲン、免疫グロブリン G、リゾチ

ーム、チトクローム Cについて検討したところ、いずれのタンパク質の物理吸着も検出限界以下

であり、ナノリボン状集合体が高いタンパク質非吸着性を示すことが分かった。このことから、

細胞はナノリボンネットワークには接着できず、細胞間の相互作用によってスフェロイドを形

成することが示唆された。 

 以上をまとめると、中和により誘起されるセルロースオリゴマーの自己集合により、結晶性の

ナノリボン状集合体がネットワーク状に物理架橋したハイドロゲルが得られることを明らかに

した。この自己集合は様々な温度やイオン強度の条件のみならず、血清を含む細胞培養液のよう

な様々な夾雑物質の存在下でも進行した。また、種結晶を用いてゲル化時間を制御することによ

り、3次元細胞培養も実現できた。HeLa 細胞、HEK293 細胞、A549細胞などの細胞がハイドロゲ

ル内で増殖すると、ナノリボン状集合体が示すタンパク質非吸着性により、スフェロイドを形成

した。これらのスフェロイドは、ハイドロゲルを機械的に破砕した後に自然ろ過することで回収

できた。なお、本自己集合系が片末端に官能基をもつセルロースオリゴマー誘導体にも適用でき

ることや、水溶性高分子との複合ハイドロゲルの構築にも利用できることが分かった。 

 化学構造が明確なセルロースオリゴマーやその誘導体の自己集合化研究は、天然の多糖類の

自己集合に関する基礎知見を与えるとともに、生体適合性が高く、環境低負荷な機能性ソフトマ

テリアルを創成する潜在性があるため、本分野の研究の継続と発展が期待される。 

 
図 6 ハイドロゲル中で 3 次元
培養した HeLa細胞（5日培養） 

 
図 7 自然濾過により回収
した HeLa 細胞からなるス
フェロイド 
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