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研究成果の概要（和文）：本研究では、タンパク質間相互作用が生じ得るタンパク質の表面には運動性の低下し
た水分子が多量に水和していることに着目し、高分子材料および細胞膜間の水和水量を指標とした細胞標的化技
術の確立を目的とした。1. 高分子材料および細胞膜の水和水の評価、2. 水分子に着目した癌細胞と高分子材料
間の相互作用力を評価した。水和水量の異なる高分子からなるコアセルベート微粒子を作製し、複数の細胞種に
対して添加した結果、コアセルベート液滴は水和水量に依存して、細胞に対する集積性が変化することを見出し
た。

研究成果の概要（英文）：The surfaces of proteins, where protein-protein interactions can occur, are 
hydrated with large amounts of water molecules with reduced mobility. In this study, we aimed to 
establish a cell targeting technique using the amount of hydration water between polymeric materials
 and cell membranes as an indicator: 1. evaluation of hydration water in polymeric materials and 
cell membranes, and 2. evaluation of interaction force between cancer cells and polymeric materials 
focusing on water molecules. Coacervate microparticles composed of polymers with different amounts 
of hydration water were prepared and added to multiple cell types, and it was found that the 
coacervate droplets varied in their accumulation to cells depending on the amount of hydration 
water.

研究分野：バイオマテリアル
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本申請課題では、細胞の標的化を実現する新たなアプローチを確立することを目的とし、合成高分子ならびに
細胞膜上の運動性が低下した水和水量に着目した研究を推進した。従来、細胞レベルでは標的とする細胞群に高
発現が認められる抗原に対するリガンドの使用、組織レベルでは癌組織間隙の拡張に伴う透過性の向上を利用し
た方法が広く研究されている。本研究では、細胞膜上に発現する特定の抗原ではなく、細胞膜を構成する分子組
成に起因した水和水の差を指標として細胞選択性を実現した。癌治療に対する材料設計において、細胞標的化を
達成するための新規パラメータとして貢献するものと期待される。

※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 
特定の細胞を選択的に標的化する技術は、疾患の診断や治療の発展に必要不可欠である。悪性
腫瘍などに対しては抗体-薬物結合体の成功に見られるように、疾患細胞の細胞膜表面に高発現
している特定の抗原に着目し、それに対する抗体により標的細胞を選択的に認識・殺傷すること
を可能としている。抗体は抗原に対する優れた特異性と 10-7 M/secという高い結合定数から、そ
の有用性が認められている。しかしながら、抗体の合成は煩雑かつ高価であるとともに標的に応
じて最適な設計が求められる。また近年、細胞の抗原発現量には不均一性があることが報告され
ており、悪性腫瘍に対する抗体を用いた癌免疫療法の奏功率は 20-30%に留まるという課題があ
る (Nat. Comm., 10, 657 (2019))。癌の化学療法などの疾患治療の発展には抗体-抗原反応に代わ
る、新たな細胞標的化を達成する材料開発が急務である。 
 生体のタンパク質は、タンパク質-タンパク質間の相互作用を介して複合体を形成することで
機能発現を制御している。タンパク質間の相互作用は、タンパク質同士の立体構造に基づいた、
静電的相互作用や疎水性相互作用を駆動力としていると考えられているが詳細は議論が続いて
いる。近年、タンパク質間相互作用を起こし得るタンパク質の表面には、バルク水と比較して
1,000倍遅い運動性を示す水分子が水和していることが報告された (Sci. Rep., 7, 8744 (2017))。さ
らに、運動性が低下した水和水はタンパク質間接触が生じる初期段階で、水素結合網を形成する
ことで自由エネルギーを安定化し、タンパク質間相互作用の形成を促進することが示唆されて
いる (Nat. Comm. 2, 261 (2011), PNAS, 116, 4244 (2019)) (図 1a)。そこで申請者は、タンパク質間
相互作用で見られる水和水の運動性による相互作用力を、材料-細胞膜表面間の相互作用に適応
できないかと考えた。 
細胞の中と外界を隔てる細胞膜は、リン脂質を主成分としてスフィンゴ脂質やコレステロー
ル、糖脂質、膜タンパク質からなる脂質二重膜として形成されている。細胞膜の構成成分は細胞
種によって大きく異なり、細胞膜の物理化学的な性質に影響を与えている。例えば、脂質鎖に含
まれる飽和-不飽和炭化水素鎖の含有量比やコレステロールの含有量は細胞膜の流動性に関与し
ており、膜タンパク質の機能発現だけなく、細胞膜上の水和水の運動性に影響することが報告さ
れている（Prog. Lipid Res., 29, 167 (1990), .BBA Biomembranes, 1798, 1436 (2010)）。そこで申請者
は、細胞種の細胞膜組成によって細胞膜表面の運動性が低下した水和水量も異なると期待し、材
料側の運動性が低下した水和水量を適切に調節することができれば、新たな細胞標的化方法を
確立ができると予想した（図 1b）。 
申請者の所属する研究室では、抗血栓性の被覆材
料として汎用されている疎水性高分子であるポリ(2-
メトキシエチルアクリレート) (PMEA)およびその類
似体の精密合成によって、材料表面の水和水を量お
よび運動性の観点で系統的に変化させることを可能
としている (Bull. Chem. Soc. Jpn., 92, 2043 (2019))。
PMEA 類似体と水の界面に水和した水分子は、運動
性の観点で不凍水、中間水および自由水に分類でき
ることを提唱している。その中でも不凍水や中間水
は、材料と強く相互作用しているためにバルク水と
比較して運動性が 1,000 倍以上低下している 
(Polymer, 50, 6091 (2009))。さらに申請者は、PMEA類
似体の不凍水や中間水量を調整することで細胞の接
着力を制御できることを見出すとともに、特定の
PMEA 類似体は正常細胞と比較して癌細胞に対して
15 倍以上高い集積性を示すことを明らかにした。一
方、優れた医用高分子である PEGや PMPCは PMEA
類似体と比較して水和水量が非常に多く、細胞との
相互作用力が顕著に低下する。本結果は、細胞膜と合
成高分子の相互作用力は合成高分子の不凍水・中間
水量によって制御可能であることを示唆している。 
 
 
２．研究の目的 
本申請課題では、細胞の標的化を実現する新たなアプローチを確立することを最大の目的と
し、合成高分子ならびに細胞膜上の運動性が低下した水和水量に着目した研究を推進する。具体
的には、PMEA 類似体などの合成高分子および細胞膜間の運動性が低下した水和水量に着目し
た、新たな細胞標的化方法の確立を実施する。従来、細胞レベルでは標的とする細胞群に高発現
が認められる抗原に対するリガンドの使用（アクティブターゲティング）、組織レベルでは
enhanced permeation and retention（EPR）効果に代表される組織間隙の拡張に伴う透過性の向上を

 
図 1 (a) タンパク質間相互作用における水和水 

(b) 本申請内容に対する概念図 



利用した方法（パッシブターゲティング）が広く研究されている。本申請で提案する方法は、細
胞膜上に発現する特定の抗原ではなく、細胞膜を構成する分子組成に起因した水和水の差を指
標として、細胞選択性を実現しようとするものである。 
 
 
３．研究の方法 
本申請では、高分子材料側に対する運動性の低下した水和水量 (不凍水・中間水)を制御する
ために、所属研究室の知見を踏襲し種々の PMEA 類似体を合成した。一方、PMEA 誘導体は薬
物送達等で用いられる既存の医用高分子と比較して水への溶解性が乏しい。そこで申請者はこ
れまでに、PMEA 誘導体を水中で液-液相分離させることで、血清などの夾雑環境下においても
安定に存在する微小液滴を形成させることに成功しているため、本微小液滴を高分子微粒子と
して利用した (図 2a)。様々な PMEA誘導体の微小液滴および種々の細胞における水和水量を示
差走査熱量分析、脂質蛍光プローブ、周波数変調原子間力顕微鏡 (FM-AFM)を用いて定量的に解
析した。また、高分子-細胞間の相互作用力を、AFMを用いて定量的に評価した。特に本申請で
は細胞の標的化を、癌細胞と正常細胞に焦点を当て研究を実施することにする。具体的には、水
和水量を制御した高分子微粒子を作製し、種々の細胞に対する微粒子の集積性を定量的に評価
した。また、集積メカニズム解明を目的に、細胞膜構成成分の最外殻に位置している糖鎖に着目
し、微粒子の集積性に対する影響を評価した。 
 
 
４．研究成果 
4-1. 高分子材料および細胞膜の水和水の評価 
本研究の基盤材料として、結合水量が異なる複数の poly(2-methoxyethyl acrylate) (PMEA)類似体
を合成した。PMEA類似体を適切に、水中で水和させることで、コアセルベート様の微粒子を形
成することを見出した。脂質表面の水和状態を評価するためのプローブとして知られる Laurdan
を各微粒子に挿入し、液滴の水和状態を評価した。その結果、液滴の結合水量は、熱量分析から
求めた高分子の結合水量を反映していることが明らかとなった。同様に、特定のヒト癌細胞とヒ
ト正常線維芽細胞に laurdanを挿入することで、細胞膜上の水和状態を検討したところ、ヒト正
常繊維芽細胞 NHDFと比較して、ヒト子宮頸癌 Hela細胞において水和水量が少ないことが示唆
された。 
 
4-2. 水分子に着目した癌細胞と高分子材料間の相互作用 
各コアセルベート微粒子を各細胞に添加した結果、細胞膜の水和水量が少ない癌細胞に対し
て、水和水量が多いコアセルベート微粒子が顕著に集積し得ることを見出した。具体的には、水
和水量が多い PMEAや poly((2-(2-ethoxy)ethoxy)ethyl acrylate) (PEE2A)といった高分子からなるコ
アセルベートは、Hela、ヒト肺癌 A549、ヒト卵巣癌 SKOV-3, ヒト線維肉腫 HT-1080細胞に対し
て顕著な集積性を示した一方で、NHDF や大動脈平滑筋 AoSMC 細胞には集積性を示さなかっ
た。水和水量が少ない poly(n-butyl acrylate) (PBA)や poly(2-ethoxyethyl acrylate) (PEEA)ではどの細
胞種に対しても、集積が認められなかった。この結果より、高分子の水和水量に依存して癌細胞
に対する微粒子の集積性を発揮しうることが示唆された。 
図 2 (a) PMEA類縁体の微小液滴形成, (b) 微小液滴に対するヒアルロン酸の吸着,(c) CD44ノッ
クダウン HeLa細胞に対する微小液滴の非集積性 
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4-3.癌細胞と高分子材料間の相互作用メカニズム 
細胞膜表面の水和水は最表面の糖鎖によって制御されていると考え、細胞膜表面の糖鎖分子
を酵素により消化し、癌細胞膜- PMEA誘導体の相互作用を原子間力顕微鏡により評価した。そ
の結果、ヒアルロン酸由来のグリコシル結合を分解するヒアルロニダーゼ処理した際には癌細
胞膜-高分子間の相互作用力が減少し、シアル酸由来のグリコシル結合を分解するノイラミニダ
ーゼ処理した際には相互作用力が顕著に増加した。このような相互作用力の変動は、PMEA誘導
体の親水性や水和水量と比例関係が認められた。さらに、水晶振動子マイクロバランス法 (QCM)
を用いて PMEA 誘導体と糖鎖分子間の相互作用を評価した。コアセルベート微粒子を QCM 基
板上に展開し、ヒアルロン酸またはシアル酸を構成する三糖、四糖を作用させた。その結果、癌
細胞に対して集積性を示さない高分子では、どちらの構成糖分子の吸着が認められないものの、
癌細胞に対して集積性を示す高分子では、ヒアルロン酸の構成糖分子の吸着が認められた。
PMEA 誘導体からなるコアセルベート微粒子に対するヒアルロン酸の吸着量を評価した結果、
ヒアルロン酸の吸着量は、PMEA 誘導体の親水性および癌細胞集積性と正の相関が認められた 
(図 2b)。ヒアルロン酸は細胞膜受容体である CD44 のリガンドとして知られている。そこで、
PMEA類縁体からなるコアセルベート微粒子の細胞集積性を CD44の発現の観点で評価した。そ
の結果、癌細胞の CD44をノックダウンすることで微小液滴は非集積性を示した (図 2c)。 PMEA
類縁体は, 血清・血漿タンパク質の吸着・変性を抑制する特性を有している。そのため PMEA類
縁体からなる微小液滴は,培地中に含有する, あるいは癌細胞が産生したヒアルロン酸が優先的
に吸着することで、CD44陽性癌細胞に集積性を示したものと考察される。 以上より, PMEA類
縁体からなるコアセルベート微粒子は、抗体といったリガンドに非依存的な癌細胞検出を達成
し得る材料として期待される。 
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