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研究成果の概要（和文）：ポリロタキサン(PRX)を基盤とした分子運動性表面による細胞育成環境に適したバイオマテ
リアル表面の構築を目指して、PRX表面を作製し分子運動特性が与える吸着タンパク質および幹細胞分化への影響につ
いて評価した。分子運動性によって培養細胞の細胞形態制御因子の活性化を制御することが可能となり、分子運動性の
低い表面上で間葉系幹細胞は骨芽細胞に分化し、分子運動性の高い表面上で脂肪細胞に分化した。さらに分子運動性の
高い表面上において人工多能性幹(iPS)細胞は心筋細胞に分化した。これらの結果より、分子運動性表面は細胞骨格系
シグナルによる細胞機能調節を可能とする新たな細胞生育環境としての有用性が示された。

研究成果の概要（英文）：For constructing biocompatible environments using molecularly mobile surfaces 
based on polyrotaxane (PRX), we fabricated PRX-coated surfaces and evaluated the effect of the molecular 
mobility on protein adsorption and the differentiation of stem cells on PRX surfaces. By regulating 
Rho-family GTPases depending on molecular mobility of PRX surfaces, mesenchymal stem cells (MSCs) on PRX 
surface with lowly molecular mobility were introduced the differentiation into an osteoblast linage, and 
those on PRX surfaces with highly mobile surfaces were introduced the differentiation into an adipocyte 
lineage. In addition, induced pluripotent stem (iPS) cells on PRX surface with highly molecular mobility 
were introduced the differentiation into a cardiomyocyte lineage. Therefore, molecularly mobile surfaces 
were useful as new cell culture environments for the modulation of cellular function by regulating the 
cytoskeleton-related signaling pathway.

研究分野：バイオマテリアル工学

キーワード： ポリロタキサン　分子運動性　細胞機能調節
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１．研究開始当初の背景 
これまでに研究代表者らは生体の動的特

性に対応し得るバイオマテリアル機能の創
成を目指し、ポリロタキサン(PRX)の動的特
性に基づいたバイオマテリアルの構築を推
進してきた。PRX の特徴は、線状高分子鎖が
多数の環状分子空洞部を貫通しているイン
ターロックト構造にあり、環状分子は線状高
分子鎖に沿って自由に回転・並進する運動性
(分子運動性)を有していることが期待され
ている。この分子運動性を制御したバイオマ
テリアル表面をプラットフォームとして、α
-シクロデキストリン(α-CD)とポリエチレ
ングリコール(PEG)とからなる PRX を一成分
とするトリブロック共重合体を合成し、その
キャスト表面の水中における分子運動性と
タンパク質・細胞・組織レベルでの生体応答
との関係を検討してきた。特に、血漿あるい
は血清由来の接着性タンパク質の吸着につ
いて、細胞接着エピトープの表面露出を酵素
結合免疫吸着アッセイ(ELISA)法、吸着状態
を水晶振動子微量重量-エネルギー散逸量
(QCM-D)測定から解析し、水中において分子
運動性の高い PRX表面が吸着後のタンパク質
のコンフォメーションを良好に保持してい
ることを見いだした(Soft matter 2012, 8, 
5477)。この結果は、構造の異なるタンパク
質の機能を水和した分子運動性によって高
度に制御できる可能性を示唆している。近年、
コラーゲン 3次元ゲル等による弾性率制御に
基づいた細胞保持機能や表面ナノパターン
化による接着細胞の形態調節が多く報告さ
れており、細胞の種類によって分化や増殖に
適した材料の特性が異なる事実も判明しつ
つある。こうした研究動向のもと、表面の水
和分子運動性による構造機能の異なるタン
パク質の吸着制御によって、目的とする細胞
群を特定の分化系統に誘導あるいは増殖を
亢進する生体類似環境を有したバイオマテ
リアル表面の構築が期待できる。 

 
２．研究の目的 

分子運動性を有したバイオマテリアル表
面でのタンパク質の吸着状態を水中で解析
し、目的とする細胞・組織の培養に適した細
胞の生育環境としてのバイオマテリアル表
面を創製する指針を確立する。具体的には、
分子運動性を広範囲に制御した表面を PRXト
リブロック共重合体から作製し、その表面に
対するタンパク質吸着挙動を和周波発生分
光法解析により明らかにする。最終的には、
表面分子運動性による吸着タンパク質の変
性抑制・配向制御に基づいて、軟組織や硬組
織の再生に適用できる細胞の育成環境とし
てのバイオマテリアル表面を創製する。 

 
３．研究の方法 
(1) PRX トリブロック共重合体の合成およ
び PRX 表面の作製 

材料表面上に PRX を安定固定するために、

両末端にアンカーリング鎖を有した PRX トリ
ブロック共重合体を合成した。具体的には、
可逆的付加開裂連鎖移動(RAFT)剤を両末端
に導入したPRXマクロ連鎖移動剤を用いてn-
ブチルメタクリレート(BMA)と 2-メタクリロ
イルオキシエチルホスホリルコリン(MPC)の
共重合を行った。さらに分子運動性を制御す
るため、α-CD の貫通率およびメトキシ化率
の異なる PRX トリブロック共重合体を合成し
た。これらの PRX トリブロック共重合体を水
/エタノール混合溶液に溶解させ、キャスト
法によって PRX 表面を作製した。 
 
(2) 和周波発生分光法によるフィブリノー
ゲン吸着挙動解析 

励起光源としてパルス幅 120 fs の
Ti:Sapphire(800 nm)を用いて和周波発生
(SFG)分光測定を行った。SFG シグナルは、分
光器が取り付けられた CCDによって検出した。
測定は内部全反射モードで行い、赤外ビーム
および可視光ビームの入射角はそれぞれ順
に 50 度と 70 度とした。ポリマーとフィブリ
ノーゲンの界面の解析は、ppp と spp の偏光
組み合わせを用いて行った。 
 
(3) 細胞培養実験 

ラット大腿骨および脛骨から採取した間
葉系幹細胞(MSC)は、1.2×105cells/well の
細胞濃度になるようにそれぞれの表面に播
種した。培養 4時間後に MSC の接着を確認し、
骨芽細胞もしくは脂肪細胞分化誘導培地に
交換する。各表面上における MSC について細
胞形態・ROCK 活性測定・RT-PCR による ranx2
および pparg 遺伝子発現の定量・RUNX2 およ
び PPARγの染色・ALP 活性評価・Oil Red 染
色について評価を行った。 

ま た 、 マ ウ ス iPS 細 胞 を 3.2 ×
104cells/well の濃度で各表面に播種し、7日
間培養後に 10 ng/mL のトリコスタチン A を
含む培地に交換し、心筋細胞に分化誘導した。 
 
４．研究成果 
(1) 和周波発生分光法を用いたフィブリノ
ーゲンの吸着状態 

作製した PRX 表面と数種類のランダム共重
合体を被覆した表面上のフィブリノーゲン
の吸着オリエンテーションについて SFG 分光
法によって評価した。メトキシ化したα-CD
を有した PRX 表面は、その他の PRX 表面やラ
ンダム共重合体表面と比較して、水中環境下
においてメトキシ化α-CD のメトキシ基とア
ンカー部位の BMAのメチル基間の疎水性相互
作用によって表面構造を再構築することが
明らかになった。この表面上におけるフィブ
リノーゲンのオリエンテーションは、他の表
面上のフィブリノーゲンとは全く異なり、動
的な PRX表面によってそのオリエンテーショ
ンを制御し得ることを示された。 
 
 



 
(2) 動的ポリロタキサン表面における MSC
の接着挙動解析 

ラット大腿骨および脛骨から採取した MSC
を PRX 表面に接着させ、その接着形態の観察
を行った。用いたポリマーの分子構造および
実験手順を図 1 に示す。PRX-A1(分子運動性
の最も高い PRX ブロック共重合体であり、α
-CD の貫通数 12、α-CD へのメトキシ基導入
率 90 ％)、PRX-B1(分子運動性が低い PRX ブ
ロック共重合体であり、α-CD 貫通数 123、
α-CD へのメトキシ基導入率 43 ％)、
PRX-B2(分子運動性が低い PRX ブロック共重
合体であり、α-CD 貫通数 104、α-CD へのメ
トキシ基導入率 61％)、そして 2 種の
Random(非 PRX 構造の汎用性メタクリレート
ポリマーであり、メトキシ基導入率が 7 
mol%(Ran-1)および 11 mol%(Ran-2)であって、
PRX-A1 と PRX-B2 と同様なメトキシ基を有す
る)の 5 種類のポリマー被覆表面を用いた。
図 2は、接着した MSC の 4 日目の接着形態を
示している。未処理のガラス表面に接着した
MSC では明確なアクチン繊維の発達および円
形放射状の接着形態が見られているのに対
し、動的ＰＲＸ表面上の細胞では細長い紡錘
状の接着形態を示す特徴があった。一方で、
ランダム共重合のような分子運動性の低い
ポリマー表面上では、未処理のガラス表面上
のように円形放射状の接着形態を示した。こ
の結果は、MSC が材料表面の分子運動性を認
識していることを示唆している。 

それぞれの表面に接着した MSCの骨格系シ
グナル伝達経路である RhoA-ROCK の発現を
RT-PCR および ELISA 法によって解析した(図
2)。その結果、分子運動性の高い PRX-A1 表
面上で PhoA-ROCK の発現が低く、分子運動性
の低い PRX-B 表面上では RhoA-ROCK の発現が
PRX-A1 表面に比べて高く検出された。すなわ
ち MSC の RhoA-ROCK 発現は材料表面の分子運
動性に大きく依存していることが確認され
た。さらに表面の分子運動性が最も低い
Random表面ではRhoA-ROCKが最も高く検出さ
れ、上記の考察を裏付ける結果となった。 
 
(3) 動的ポリロタキサン表面における MSC
の分化特性 

MSC のような多能性能を有する細胞におい
ては RhoA-ROCK の発現程度は、接着した幹細
胞の分化方向性を決定する分子スイッチと
しても働いていると知られている。すなわち
高い RhoA-ROCK の発現を示す MSC は骨芽細胞
への分化が有利であり、低い RhoA-ROCK の発
現を示す MSC は脂肪細胞への分化が有利であ
ることが知られている。このような機序をも
とにポリマー材料表面の分子運動性を調節
することで、接着した MSC の分化制御が可能
であるとの仮説を立て、MSC を骨芽細胞分化
誘導培地および脂肪細胞分化誘導培地で培
養し、その分化特性について評価を行った。
その結果、骨芽細胞のマーカータンパク質で
ある RUNX2 の遺伝子発現量は、骨芽細胞への
分化の際、RhoA-ROCK の発現が最も高かった
Ran-2 で最も高く発現され、RhoA-ROCK の発
現が最も低かった PRX-A1 表面において最も
低い発現であった。一方で、脂肪細胞の分化
マーカータンパク質である PPARγ遺伝子の
発現量は、脂肪細胞への分化の際、Ran-2 で
最も低く発現され、PRX-A1 表面において最も
高い発現であった。この結果は、MSC の骨芽
細胞および脂肪細胞への分化において、接着

 

図 1 PRX の分子構造および実験の概念 

 

図2 MSCの形態(未分化誘導4日目、Scal 
bar = 50 µm)(上)および RhoA-ROCK の発
現 

 

図 3 骨芽細胞への分化(4 日目)およ
び脂肪細胞への分化(4 日目)の分化マ
ーカータンパク質の核内局在化(青：
核、赤：骨芽細胞分化マーカーである
RUNX2、緑：脂肪細胞分化マーカーで
ある PPARγ) 



した MSC 内での RhoA-ROCK の発現量が分化特
性を制御する決定的な役割を担っているこ
とを示唆した。分化特性をタンパク質レベル
で解析するため、それぞれのマーカータンパ
ク質の発現を免疫染色法にて確認した(図 3)。
その結果、遺伝子発現の傾向と同様に、Ran-2
表面上で骨芽細胞のマーカータンパク質が
核内に局在化し、RhoA-ROCK の発現が低い
PRX-A1 表面では、脂肪細胞のマーカータンパ
ク質が顕著に核内局在化した。分化した細胞
の機能を評価するため、それぞれ骨芽細胞お
よび脂肪細胞へ分化した細胞のアルカリホ
スファターゼ(ALP)活性および Oil Red O 染
色を行った(図 4)。その結果、遺伝子発現お
よびタンパク質発現結果と同様に RhoA-ROCK
の発現の高い Ran-2 表面では高い ALP 活性度
を示すとともに低い Oil Red O 染色性を示し
た。それに対し、RhoA-ROCK の発現が低い
PRX-A1表面では低いALP活性度を示すととも
に高い Oil Red O 染色性を示したことからポ
リマー材料表面に接着した MSC は、材料表面
の分子運動性に影響を受けて分化特性を調
節していることが示された。 
 
(4) iPS 細胞の心筋分化に与える影響 
 分子運動性の低い PRX 表面上で培養した
iPS細胞はRac1およびN-カドヘリンの遺伝
子の発現が減少したが、分子運動性の高い
PRX 表面においてそれらは有意に上昇し、
培養日数の経過に伴って拍動するコロニー
数が増加した。すなわち PRX 表面の分子運
動性を調節することによって幹細胞の細胞
骨格系シグナルを制御し得ることが明らか
となった。 
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