
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６０

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

水溶性多糖からなる水不溶性フィルムの薬物徐放担体および細胞培養基材としての評価

Evaluations of water-insoluble films made of water-soluble polysaccharides as 
sustained drug release carriers and cell culture scaffolds

４０３３３３３０研究者番号：

橋詰　峰雄（HASHIZUME, MINEO）

東京理科大学・工学部・准教授

研究期間：

２５４１０１７８

平成 年 月 日現在２８   ６   ３

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者が最近開発した、水溶性多糖のみを原料としながら水不溶性をもつ
フィルム材料（多糖複合フィルム）について（１）薬物徐放担体としての評価、（２）細胞培養基材としての評価、（
３）新規成膜法の開発、について検討を行った。成果として（１）フィルムは薬物モデルとしての色素やタンパク質を
担持・徐放可能である、（２）フィルム上で細胞培養が可能である、（３）加熱延伸法によりフィルムを連続的に作製
できる、ことなどを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Material properties of free-standing, water-insoluble polysaccharide composite 
films, made of polyion complexes of anionic polysaccharides such as chondroitin sulfate C (CS) and 
chitosan (CHI), have been investigated with the focuses on (1) evaluation as sustained drug release 
carriers, (2) evaluation as cell scaffolds, and (3) development of novel film preparation processes. 
Regarding (1), results proved that the CS/CHI films possessed abilities to load and to release dye 
molecules such as methylene blue and proteins such as bovine serum albumin. The release profiles were 
affected by structure of the drug model and media pH. As for (2), the cultures of fibroblast on the films 
were succeeded but the cell proliferation was suppressed. Regarding (3), the roll press techniques 
successfully obtained CS/CHI films having larger sizes. The film showed mechanical anisotropy along the 
rolling directions, which was not observed for the films obtained using hot press techniques.

研究分野： 複合化学、生体関連高分子化学、生体機能材料
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１．研究開始当初の背景 
 生物由来の多糖はその生理活性や生体適
合性により、従来から溶液やゲルなどの形態
で医用材料として利用されてきた。構造材料
としては、細胞の三次元足場材料やコーティ
ング層としての検討例がある。しかしながら
フィルム材料としては、最近早稲田大学の武
岡らの精力的な研究（Takeoka ら、Adv. 
Funct. Mater. 2009 など）などにより nm 厚
みの超薄膜についてはその有用性が示され
ているが、世界的に見れば研究例は少ない。
生理活性多糖の多くは水溶性が高く、水中で
安定形状を保持できるフィルムへと成型す
るのが困難なためである。そのため架橋剤の
利用や、糖鎖への重合性官能基の導入などが
行われているが、安全な材料を得るためには
そのような化学修飾は避けるべきである。 
 研究代表者はそのような背景を受け、種々
検討を行った結果、酸性多糖のグリコサミノ
グリカン類と塩基性多糖キトサンとの間で
ポリイオンコンプレックスを形成させ、それ
を熱プレス法により成型加工することで、水
溶性多糖から化学修飾を全く用いずに水に
不溶なフィルム（多糖複合フィルム）を得る
ことに成功した。財団（新化学発展協会 H21）
および科研費（基盤研究（C）H22〜H24 課
題番号 22550155）の助成を受け詳細に検討
を行った結果、種々の多糖の組み合わせにつ
いて最適なフィルム作製条件を見出し、また
膨潤性や機械的強度など、フィルムの基礎物
性を明らかにした。大面積化に成功したこと
でフィルムが薬物モデル（色素）を担持およ
び放出可能であることを見出し、また細胞培
養基材としての評価も開始した。しかしなが
ら薬物モデル分子の化学構造がフィルムか
らの放出挙動に及ぼす影響や、これまで評価
してきたフィルムの物理化学的特性とそれ
ら機能との相関は明らかになっておらず、こ
れまでの知見を活かすためにも継続して系
統的に研究を展開していく必要があった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記背景を基に、多糖複合フ
ィルムの医用分野への応用を指向して「（１）
薬物徐放担体としての評価」を行い、種々の
薬物（モデル）分子の放出特性と、多糖の化
学構造やフィルムの物性との関係を明らか
にし、目的に応じた薬物徐放フィルムの設計
指針を見出すことを目指した。また、物質徐
放能をもつ「（２）細胞培養基材としての評
価」や、フィルムの大量生産のための「（３）
新規成膜法の開発」についても検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 上記各検討項目の実施方法を以下に示す。
（１）薬物徐放担体としての評価 
 H25 年度：コンドロイチン硫酸（CS）/キト
サン（CHI）複合フィルムの薬物モデル（色
素）担持および徐放能に影響を与える種々の
因子、薬物モデル（色素）の化学構造、薬物

モデルの担持方法、放出条件、などに注目し、
分光学的評価を中心に検討することとした。 
 H26年度：薬物モデルとしてタンパク質BSA
などの高分子を用い、分子サイズが担持およ
び徐放挙動に与える影響を評価することと
した。成果を基に担持および放出のメカニズ
ムを分子レベルで提案することを目指した。 
 H27 年度：検討が不十分な点を補い、また
フィルムの酵素分解をトリガーとした徐放
の可能性を評価した。これまでの成果に基づ
き、ある薬物をある時間プロファイルで徐放
させるためのフィルムの設計指針を提案す
ることを目指した。 
 
（２）細胞培養基材としての評価 
 H25 年度：当時 CS/CHI フィルムがある種の
線維芽細胞に対して毒性を示さず、また細胞
はフィルムに接着はするが増殖は抑制され
ることを見出していた。細胞の接着性や増殖
性を増加させることを目指し、フィルム表面
を細胞外マトリックスタンパク質で修飾し
た場合の効果などを検討することとした。 
 H26 年度：前年度から継続してフィルムの
表面修飾により細胞の接着・伸展性の向上を
目指すこととした。フィルムの表面修飾に限
らず、細胞増殖因子を培地中に添加した系な
どについての検討も行うこととした。 
 H27 年度：項目（１）の成果を基に、増殖
因子徐放能をもつフィルム上での細胞培養
の実現を目指した。前年度までの成果も含め
て得られた結果から所望の細胞の状態（増殖
性や細胞活性）を得るためのフィルムの設計
指針を得ることとした。 
 
（３）新規成膜法の開発 
 H25 年度：熱プレス機によるフィルム作製
法以外に、新たな成膜法として加熱延伸機を
用いた、連続的なフィルムの作製法について
検討を開始することとした。 
 H26 年度：得られたフィルムについて微視
的緻密さや膨潤性、機械的強度などの特性評
価を行い、従来の手法で得られたフィルムの
場合と比較することとした。 
 H27 年度：前年度に引き続いて検討を行う
とともに、より低コストで入手しやすい原料
を用いてメートルサイズのフィルムを連続
的に得ることを目指した。 
  
 研究体制：研究代表者のほか研究室助教の
飯島博士、学生（約 6 名/年）に実験補助等
を行ってもらい、各項目の割合は（１）：60%、
（２）：30%、（３）：10%とすることとした。 
 
４．研究成果 
 各検討項目における成果を以下に示す。 
（１）薬物徐放担体としての評価 
 H25 年度：種々の条件における CS/CHI フィ
ルムの薬物モデル（色素）担持および徐放能
を、分光学的手法を中心に用いて評価した。
色素としてメチレンブルー（カチオン性）お



よびカルボキシフルオロセイン（アニオン
性）を用いた実験の結果より、色素がもつ電
荷によってフィルムへの効率良い担持のた
めの最適な試料作製条件が異なる事がわか
り、また徐放挙動にも差が見られた。さらに
溶液の温度、pH、塩強度がフィルムからの色
素の徐放性に影響を与えることも明らかに
なった。 
 H26 年度：種々の条件における CS/CHI フィ
ルムの色素担持・徐放を定量的に解析した。
またタンパク質BSAの担持および徐放にも成
功した。タンパク質の担持にあたり従来より
も低温でのプレスによってフィルムを作製
したが、高温で熱プレスした場合と同様のフ
ィルムが得られることを確認した。 
 H27 年度：CS/CHI フィルムからの色素徐放
に関する成果を論文(1)にまとめた。また BSA
やリゾチームなどのタンパク質の担持およ
び徐放挙動の定量的評価を進めた。タンパク
質の徐放は数日以上にもわたり、また放出さ
れたリゾチームがその酵素活性を保持して
いることも示された。フィルム形態以外にも、
多糖ファイバーの徐放挙動についても検討
を開始した。 
 
（２）細胞培養基材としての評価 
 H25 年度：CS/CHI フィルムの滅菌方法につ
いて検討を行い、紫外線滅菌処理が有効であ
ることを見出した。滅菌したフィルムに対す
る線維芽細胞 NIH3T3 細胞の接着・増殖性を
評価した結果、通常の培養ディッシュと比較
しても遜色ない結果を示したが、詳細におい
ては細胞の形態や増殖過程という点で相違
が見られた。 
 H26 年度：CS/CHI フィルム上での NIH3T3
細胞の増殖性を詳細に評価した結果、細胞増
殖が抑制されていることが明らかとなった。
その機構については、フィルム表面形態ある
いは糖鎖の化学構造の影響が示唆された。フ
ィルム上の細胞の増殖活性を回復できるか
について検討を行ったところ、培地中に生理
活性ペプチドや増殖因子を添加することで、
回復の傾向が見られることがわかった。 
 H27 年度：CS 以外の種々のアニオン性多糖
と CHI との複合フィルムに対する NIH3T3 細
胞の接着、増殖性を評価し、それらがアニオ
ン性多糖の種類によって影響を受けること
を明らかにした。 
 
（３）新規成膜法の開発 
 H25 年度：上記（１）、（２）に重点を置い
たため具体的な検討を行わなかったが、一方
でフィルム以外の形態として、マイクロ流体
化学を利用することで多糖複合ファイバー
およびチューブの作製に成功した。 
 H26 年度：備品として購入した加熱延伸機
を用いて CS/CHI フィルムの作製について検
討した。種々の条件について検討したところ、
従来の熱プレス法よりも大面積のフィルム
を再現性良く作製することに成功した。フィ

ルムの膜厚が制御可能であることも示され、
膜厚 20μm程度のフィルムになると、高い柔
軟性をもつフィルムが得られることが明ら
かとなった。 
 H27 年度：加熱延伸機を用いた CS/CHI フィ
ルムの作製についてさらに検討を進め、温度
と延伸回数の至適条件を見出した。フィルム
の物性評価について、まず従来の熱プレスに
よって作製したフィルムの特性を論文(2)に
まとめた。加熱延伸によって作製したフィル
ムの評価を行い、熱プレスによるものと比較
して延伸方向により大きな引っ張り強度を
示し、力学的異方性が見られることを明らか
にした。 
 以上（１）〜（３）の各項目とも、設定目
標に近い成果が得られ、またそれら成果によ
り新たな研究の展開も見出された。研究期間
終了後もそれぞれ発展的な課題を設定し、検
討を続けていく予定である。 
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