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研究成果の概要（和文）：本研究では、 -cyclodextrin(CyD)をクロロメチルオキシランおよび

ウレタンで架橋したポリマー粒子を合成し、同架橋粒子の CyD 空孔内疎水部と LPS のアルキル

鎖との疎水性吸着作用を利用して、新規な LPS 吸着剤の開発を試みた。結果として、ウレタン

架橋型 -CyD 粒子は、pH 4-6, イオン強度 μ=0.05-0.2 の水溶液環境下で、DNA を吸着するこ

となく、LPS のみに高い選択性を示した。 

 

研究成果の概要（英文）：The copolymer particles for removal of lipopolysaccharide (LPS) 

were prepared by suspension copolymerization of -cyclodextrin (CyD) and 

1,6-hexamethylenediisocyanate. The copolymer (CyD content: 14-20 mol%) could selectively 

removed LPS from a DNA solution (50 g/ml) containing LPS (15 EU/ml) at pH 6 and ionic 

strength ( ) of 0.05-0.2.  
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１．研究開始当初の背景 

(1)エンドトキシンとは 
 エンドトキシンは、大腸菌やサルモネラ菌

の細胞壁成分の一つであり，その化学構造は

lipopolysaccharide (LPS)である(図１)。LPS
は水道水に普遍的に混在しており，注射用タ

ンパク質材料中にも微量混在している。LPS
を微量でも含む医薬を体内に注射されると

発熱やショック反応を起こすため、日本薬局

方では注射用液から LPS を 10 ピコグラム

/mL 以下に除去することが規定されている。 

 
(2) DNA ワクチンについて 
 最近、ワクチン開発分野において、遺伝子

を組み替えられたプラスミド DNA が治療薬

として応用されるようになり、DNA ワクチ

ンバルクからの LPS の除去が切望されるよ

うになってきた。 
 
(3) LPS 除去剤の開発例について 
 美濃部ら（Journal of Chromatography, Vol. 

248, 1982, pp. 401-408）はヒスチジン固定
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化アガロース粒子が高い LPS 吸着能を有する

ことを報告している。しかしながら同吸着剤

の粒子表面の pKaが 6.2 と低いため、生体環

境に近い水溶液 (中性, 塩濃度 0.15M) 中

では、LPS 吸着能が著しく低下した。この分

野において、すでに、申請者らは、高分子粒

子の表面にカチオン性リガンドを修飾し、さ

らに粒子基体の細孔サイズを制御すること

により、同粒子が LPS を含むタンパク質水溶

液から、生体環境に近い条件で、効率良く LPS

のみを選択吸着できることを見出し、商品化

にも成功している(American Biotechnology 

Laboratory, Vol.20, 2002, pp.36-38)。し

かしながら、カチオン性リガンドを LPS 吸着

剤として用いる限り、LPS と同様にリン酸残

基を構造にもつ DNA も同時に吸着剤に吸着さ

れ、DNA と LPS の混合液からの LPS の選択分

離は困難である。 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究においては、従来のカチオン性リ

ガンドを用いることなく、シクロデキストリ

ン(CyD)の架橋体を吸着剤として設計し、吸

着剤表面に生じる CyD由来の空孔 (キャビテ

ィ) 中に LPS を包接により選択吸着させるこ

とを試みる(図１)。 

(2) CyD には、α, βおよびγタイプのもの

があり、各々キャビティサイズが 0.45, 0.7

および 0.85 nm と異なる。LPS の物理および

化学構造を考慮して、LPSの包摂に最適な CyD

キャビティサイズを決定する。さらに、CyD

に適した架橋剤の種類や架橋率を検討し、水

に不要な CyD ポリマーの構築を試みる。 

 

(3) CyDポリマーの吸着剤として求められ

る条件としては、①LPSに対する高い吸着

能を有すること、②プラスミドDNA, 通常

の断片型棒状DNA,タンパク質やその他の

LPS以外の生体関連物質に対する相互作用

をもたないこと、③広範囲のpHやイオン強

度の条件下で使用できること、④LPSフリ

ーにするための洗浄に用いるアルカリ溶

液 (0.2 M 水酸化ナトリウム水溶液)に耐

性を有すること、などの特性を有するもの

を設計・開発する。 

 

(4) エンドトキシン(LPS)が微量混在する

プラスミドDNAおよび断片型DNA水溶液か

ら、DNAを吸着することなく、LPSのみを選

択吸着除去することが可能なシクロデキ

ストリン架橋粒子の調製とその応用を試

みる。最終的には、生体環境に近いpHおよ

びイオン強度の条件下で、試料溶液のLPS

濃度を10pg/mL (0.1 EU/mL) 以下まで吸着

除去可能な吸着剤の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

 (1) クロロメチルオキシラン(CMO)で架橋

した CyD ポリマー粒子の合成法： 50℃の 6.0 

M ケイ酸ナトリウム水溶液に水酸化ナトリウ

ムと CyD を溶解させ、油浴中で 1時間撹拌し

た後、架橋剤として CMO を添加し、65℃で 24

時間撹拌することにより、CyD/CMO 架橋粒子

(図２)を得た。 

 

(2) 1,6-hexamethylenediisocyanate(HMDI)

で架橋した CyD ポリマー粒子の合成法： 

-CyD と架橋剤(HMDI)を DMF 中で、70℃で 24

時間撹拌することにより調製された(図３)。 

 

 

図 2. CyD/CMO copolymer の構造 

 
図 3. CyD/HMDI copolymer の構造 
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図１. CyD キャビティへの LPS 取り込み予想図 



(3) 得られた架橋粒子の物性評価法：顕微鏡

観察, 元素分析及び IR測定により評価した。

種々の CyDポリマー粒子と種々の市販吸着剤

との LPS 選択吸着能の比較は、主にバッチ法

により行なった。試料中の LPS 濃度はリムル

ステスト(比濁時間法)により、DNA 濃度は UV

法(260 nm)により定量した。タンパク質濃度

は、BCAキットを用いたUV法により定量した。 

 

４．研究成果 

(1) CyD 架橋粒子の観察：CMO で架橋したγ

-CyD 球状粒子の光学顕微鏡写真を図４に示

す。得られた種々の粒子のうち 20～105μm
の粒子を吸着剤として用いた。 

 

(2) CyD 架橋粒子の LPS 吸着活性：吸着剤の

官能基としてγ-CyD を用いることにより、キ

ャビティサイズを LPS 包摂に適したサイズ 

(0.85 nm) に絞り込み、かつ、最適な疎水性

をもつウレタン(HMDI)を架橋剤として用い

た。その結果、吸着剤のγ-CyD 含有率を 7か

ら 20%まで増大させると、LPS 吸着容量は 212

から 324 g/ml-wet particles に増大し、LPS

解離定数は 1.0×10-9 から 4.8×10-11 M に著

しく低下させることができた。 
 
(3) LPS 選択性能の評価：図５に、γ-CyD 架橋

体と種々の吸着剤の LPSに対する選択性能を

比較した結果を示す。 市販カチオン性吸着

剤のポリリジン固定化 Cellufine (図 5a)と

疎水性吸着剤の活性炭(図 5b)はともに、幅広

いイオン強度域 (μ=0.05〜0.8) で高い LPS

吸着率 (90〜99 %)を示したが、同時に DNA

の吸着率も高い値 (60〜98 %)を示した。一

方、本研究で開発したγ-CyD/CMO(7/93)粒子

の LPS 吸着能 (図 5c)はこれら２つの吸着剤

には及ばないが、DNA を吸着することなく、

LPS を選択吸着することができた (LPS 吸着

率 78-90%)。さらに、γ-CyD/HMDI(20/80)粒

子を用いると，幅広いイオン強度域で、DNA

を吸着することなく、高い LPS 吸着率

(95-99%)を示した。得られた結果より、pH６, 

イオン強度 μ=0.05〜0.2 の条件で、γ-CyD

架橋粒子は、DNA ワクチン原材料からの LPS

除去剤として期待できることがわかった。 

 同粒子の高い LPS 吸着除去能は、吸着剤を

ウレタン架橋することにより、γ-CyD 含有率

を増大させることができたこと、吸着剤表面

のγ-CyDキャビティがDNAに対してサイズ排

除効果を達成できたことに起因する(図６)。 

 

図５.  LPS 選択除去能に及ぼすイオン強度の影響 

     吸着剤：0.1 wet-g, 試料 2 mL (DNA: Mw 3  105 ,  

    50 g/mL , LPS: 15 EU/mL, pH 6.0 ,  = 0.05-0.8) 
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図６. イオン性吸着剤とキャビティを利用する
吸着剤との LPS 選択吸着機構の比較 

 

図 4. 得られたγ-CyD/CMO 架橋粒子 
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