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研究成果の概要（和文）：水中におけるアルブチン（Arb）の酸化重合によりポリアルブチン（PArb）を合成
し、アルキル基の導入を行い、ミセル形成能を付与、各種特性を評価した。C8基を30％導入したPArbは最小の臨
界ミセル濃度（CMC）1.3mg/mLを示した。ミセルはワーム状で、アルキル置換種、置換度に応じてその形態を変
えた。ポリマーはHeLa細胞、L929細胞に対して測定濃度範囲内で無毒であった。一方、大腸菌、黄色ブドウ球菌
に対してポリフェノールとしては高レベルの抗菌性を示し、高分子量化により抗菌性が増幅された。また、βカ
ロテンの退色試験、ならびにDPPHのラジカル消去実験により高い抗酸化性を確認した。

研究成果の概要（英文）：Polymerization of arbutin (Arb) in aqueous media was performed giving the 
corresponding poly(Arb) (PArb) with the C-C bond formation. The PArb was reacted with 
alkylisocyanates, and using this alkylated PArb the micelle was prepared in deionized (DI) water. 
The critical micelle concentration of PArb having 30% octyl chain was 1.3 mg/mL, which is a similar 
value of a common surfactant. The shape of the micelles was evaluated as worm-like structures, and 
the diameter in DI water was analyzed by DLS. The diameter, length of the worm-like structures was 
changed with the alkyl chains and the concentration. These polymers show no toxicity for HeLa and 
L929 cells. E. coli and S. aureus were inactivated with the polymer-containing culture. These 
antimicrobial properties were enhanced with the molecular weights of the polymers, because of the 
efficient polyligation to the cells. The polymers show antioxidant ability under the beta-carotene 
decoloring and DPPH radical scavenging tests. 

研究分野： 高分子合成化学

キーワード： ポリフェノール　合成高分子　抗菌　抗酸化　タンパクカプセル化　生体適合性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
合成高分子はその利便性から私たちの住環境の向上に貢献してきたが、地球温暖化問題の中、化石資源からの脱
却は喫緊の課題である。アルブチンは美白効果と高い生体適合性の認められる化合物であり、多くの化粧水に含
まれている。現在、酵素反応によるヒドロキノンとグルコースの縮合により合成されている。私たちはアルブチ
ンを水中で反応させることで、アルブチンは連続的に結合したポリアルブチンが生成することを見出し、それが
これまでにない機能（抗菌、抗酸化、吸着、タンパク包接）を示すことを明らかとした。この新化合物は従来の
合成高分子とは全く異なる高機能天然由来化合物であり、環境調和型新素材として活用が期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 
フェノール誘導体は天然に豊富に存在する。特に、樹木の成分であるリグニンはフェニルア

ラニン由来の架橋構造体であり、分解によりグアイヤコールを始めとする様々なフェノール
誘導体を与える。また、ハーブにはチモール、唐辛子にはカプサイシン、緑茶にはカテキン、
梨の皮にはアルブチンが存在し、これらはすべてフェノール誘導体として、酸化カップリン
グ重合可能なモノマー群である。我々はこれまで、石炭由来のフェノール系モノマーを原料
とする酸化カップリング重合の研究を行ってきたが、これら天然フェノール類の重合の制御
にたいへん深く興味を持った。これら天然フェノール類は、生体内で酵素重合され、高分子
量化する。この酵素酸化反応を模倣して、多くの研究者がフェノール類の酵素触媒酸化重合
の研究を行っている。しかし、カップリング位置の選択性に加え、Ｃ－Ｏ、Ｃ－Ｃカップリン
グの制御が難しいこと、酵素が活性を出せる反応場・反応条件が限られていること、酵素が
高価であること、生成するポリマーの分子量が
十分でないこと等から、これまで工業的に実用
化された例はほとんどない。そこで我々は、チモ
ール、アルブチン（Arb）、グアイヤコールをモ
ノマーとして、安価な銅イオン触媒による酸化
カップリング重合を検討した（図１）。その結果、
チモールの重合においては、1,4-Ｃ－Ｏカップ
リング反応の制御に成功し、フィルム成型可能な高耐熱性ポリマーを開発することができた。
課題は、フィルムの着色と一部起こるゲル化の抑制である。一方、Arbの重合においては、有
機溶媒中での反応ではカップリング位置選択性は困難であったが、興味深いことに、水系で
重合することで、選択的なＣ－Ｃカップリングの発現に成功した。フェノール類の酸化カッ
プリング重合ではこれまで、Ｃ－Ｏカップリングにより高分子量のポリマーが合成されてお
り、ビナフタレンを除けば、Ｃ－Ｃカップリングによる高分子量ポリマーの合成例はほとん
どない。従って、この研究結果は我々にとって大きな驚きであり、さらなる研究を是非とも
進めたいと考え、本研究を立案した。 
酸化カップリング重合の研究途上、我々は、銅イオン触媒によるArbの重合を水媒体中で行

うと、重合度30程度（分子量7,500）の水溶性ポリフェノール（PArb）が得られることを見出
した。Arbは高い生体適合性を有しており、よってそのポリマーである PArb に適切な疎水基
を導入することで、ドラッグデリバリー材料などへの応用が可能であると期待できる。この 
PArb は各ユニットにフェノール性水酸基を有するポリフェノールでもあることから、強力な
抗酸化作用を期待でき、生体組織の酸化ストレスを除去、手術時等における組織の安全な保
存を可能とする材料となりうる。フェノール誘導体は多くの生理活性タンパク質と強く結合
することが知られており、 PArb を用いることで、それら生理活性たんぱく質の表面修飾、
安定化も期待できる。さらに最近、遺伝子搬送用材料の開発が盛んにおこなわれているが、
毒性が問題となっている。そこで今回開発した PArb とポリアミンとの共重合化（ポリペプ
チド経由もしくは直接）、プロトン化によるカチオンブロック共重合体を合成し、その細胞
毒性を評価、プラスミドDNAとポリプレックスミセルを調整し、低毒性の新規な遺伝子搬送材
料への可能性を探りたいと考えた。 
アルブチン（Arb）の酸化カップリング重合は、1995年のJ.S.Dordick等の研究に遡る。Arb

を西洋わさびペルオキシダーゼにより酵素触媒酸化重合し、熱分解により糖を除去、共役系
ポリフェニレンが合成された（重合度＜12）。その後、木曽等によって、PEG修飾ヘマチン－過
酸化水素を用いた重合経路が開発さた（重合度＜18）。いずれも、重合はＣ－Ｃ/Ｃ－Ｏカッ
プリング混在型で、ポリマーの構造は不明であった。一方、我々が開発した、塩化銅-アミン
錯体触媒水系酸化重合法では、選択的Ｃ－Ｃカップリングを実現、重合度約30のポリフェノ
ールの合成に成功した。このプロセスは高価な酵素やヘマチンなどの特殊触媒に依存せず、
空気中で簡便に行えることから、実験室、工業スケールのどちらに対しても大きな優位点を
持ち、波及効果は高いと期待できると考えた。 

２．研究の目的 
上記、研究の学術的背景、独自性を考慮し、下記のように目標を設定した。 
１． ポリアルブチン（PArb）の両親媒性化によるドラッグデリバリーシステム（DDS）への

応用展開 
２． PArb のフェノール性水酸基による抗酸化特性 
３． PArb のたんぱく質カプセル化 
４． PArb の末端官能基化と共重合体の合成 

３．研究の方法 
我々が開発した銅－アミン錯体によるアルブチン（Arb）の酸化カップリング重合プロセ

スでは、選択的なＣ－Ｃカップリング反応により高分子量水溶性ポリアルブチン（PArb）が



簡便に得られる。本研究では、研究目標１～４に対して以下のように研究到達点を定めた。 
１．この PArb が、疎水基の導入方法（導入箇所、導入濃度、疎水基の種類）によりどの

ようなミセル形成が可能であり、それら生成したミセルの安定性評価とともに、ミセル内へ
の効率的な薬物導入・搬送・放出機能を付与することができるのかを明らかとする。なお、
臨界ミセル濃度（CMC）の評価は、骨格が共役系ポリフェニレンであることを踏まえ、界面
張力法にて実施する。 
２．水溶性ポリフェノールとしての抗酸化性がどの程度発揮できるのか、スーパーオキシ

ドラジカル消去活性、脂質の酸化抑制能、カロテン退色阻止能等を対カテキンで評価する。 
３．生理活性たんぱく質吸着能と搬送能がどの程度あるのかを、アルブミンを用い、ミセ

ル形状の影響を踏まえながら、対カテキンで評価する。 
４．両末端オキサジン化ポリマー（PArb-Oxd）の合成と、ポリアミンモノマーとの共重合、

プロトン化によるカチオンブロック共重合体の合成、あるいは、PArb-Oxdの両末端アミノ化
とα -アミノ酸-N -カルボキシ無水物（NCA）の共重合によるポリペプチド鎖の導入、プロ
トン化によるカチオンブロック共重合体の合成、およびプラスミドＤＮＡとの複合化によ
るポリプレックスミセルのpH安定性、生体適合性、遺伝子搬送能付与への可能性をそれぞれ
明らかとする。 

４．研究成果 
上記述べた目標設定に従って研究を進めた。研究結果を以下にまとめる。 

４－１．ポリアルブチン（PArb）の両親媒性化によるドラッグデリバリーシステム（DDS）への
応用展開 
PArb の合成は我々が開発した水媒体中の酸化重合条件にて行った。得られたポリマーは

ポリフェニレンであり、分子量は数千から 10 kDa であった。PArb は水に溶解することから
このままではミセル化は難しい。そこでミセル形成能付与のため、アルキル鎖の導入につい
て検討した。 
ポリマーを DMF に溶解

し、各種塩基存在下、室温
２４時間の条件でアルキ
ル化反応を行い、アルキル
基の導入を NMR スペクト
ルから計算した。しかしな
がらアルキル基の導入率
は非常に低く、これは DMF
中でポリマー内の隣接す
るヒドロキシル基が水素
結合により強く会合して
おり、アルキルハライドへ
の求核反応性を大きく低
下させているためである
と考えた。 
そこで、アルキルイソシ

アネートを用いる付加反
応を検討した（式１）。1H-
NMR スペクトルでは 0.9、1.2 ppm 付近にアルキル基末端シグナルが観測され、その積分強度
からアルキル基の導入量を計算すると約 7.3％であった。このとき、糖の６位のαメチレンシ
グナル強度に変化がないことから、イソシアネートはポリマー中のフェノール性水酸基とほ
ぼ定量的に反応したと考えられる。オクチルイソシアネートのフェノール性水酸基に対する
仕込み比を 10：100 から 90：100 まで変化させたところ、ポリマー中の OH とアルキル基の
組成比は 7.3：100 から 98.7：100 であり、ほぼ望みのアルキル鎖の導入が可能であるといえ
る。一部、仕込み比よりも過剰のアルキル鎖の導入が認められたが、これは、ポリマーの精
製時に、導入率の低いポリマー鎖が除去されたためであると考えられる。 
続いてこのポリマーのミセル形成能について評価した。アルキル側鎖が短い poly(Arb)-C310

では直径 257.8 nm の凝集体が観測されるがその分布は比較的大きい。一方、より長いアルキ
ル鎖を有する poly(Arb)-C810では凝集体のサイズは 615 nm と大きいものの、その分布は比較
的小さい。アルキル側鎖が十分に長くないと安定なミセルが形成できないと考えられる。な
お、置換度に応じてミセルサイズは減少した。 
臨界ミセル濃度を決定するため、ポリマー水溶液の界面張力を測定した。プロピル C3、オ

クチル C8、ドデシル C12、オクタデシル C18 置換基を約 10 mol%有するアルキル化ポリマー
のいずれにおいても水の界面張力である 72 mN/m からポリマーの濃度とともに減少し、ある



濃度でその傾きが変わっている。この変曲点を臨界ミセル濃度 CMC として決定した。CMC
は、アルキル基が長いほど低くなる傾向を示し、3.5 から 5.0 mg/mL の値であった。この値は、
一般的な界面活性剤、たとえばラウリル硫酸ナトリウムの CMC（1.730 mg/mL）と同等の値
である。  
アルキル置換度と CMC の関係を調べると、無置換のポリアルブチンでは、ポリマーの濃

度によらず界面張力は一定であるが、アルキル鎖の導入とともに、界面張力は低下する傾向
を示した。また CMC は、PArb-C830で最小値である 1.5 mg/mL を示し、ミセル形成には疎水
基と親水基のバランスが重要であると言える。 
ミセルの形状は電子顕微鏡写真で観察した。C3 置換基の場合、10 mol%では観測されたミ

セルはロッド状であり、その直径は約 13.6 nm であった。置換度とともにミセル直径は増加
し、また、会合ども増加している。C8 置換基では直径 53.1 nm のロッド状ミセルが湾曲した
構造体であるが、C12、C18 では再び細いロッド状ミセルとなっている。親水性部位が支配的
な両親媒性ポリマーでは通常、球状ミセル構造をとるが、我々の合成したポリアルブチンで
は、その主鎖骨格が非常に硬いポリフェニレンであることから、球状ミセルを形成すること
ができずロッド状になり、それが湾曲した球状体を形成しやすかったといえる。  
今回合成したポリマーがミセル形成能を有していることから、このポリマーは生体内でキ

ャリヤーとして機能することが期待される。その際、ポリマーの毒性を調べておくことは大
変重要である。そこで、ポリマーの毒性を MTT 試験により調査した。各細胞 7000 株を容器
に入れ、24 時間培養し、ここにポリマー（poly(Arb)-C8）溶液を加え、さらに 24 時間培養し
た。アルキル置換度を 10 から 30 mol%まで増大させたサンプルを濃度 1 g/mL から 500 g/mL
まで変化させて用いたが、いずれのポリマーにおいても、両細胞に対して毒性はほとんどな
いといえる。このことは、細胞にやや有害であると考えられるフェノール性水酸基はミセル
の内側に完全に隠れており、ミセルの表面がほぼ完全にグルコースで被覆されていることを
示唆している。 
以上の結果は、合成したポリマーが生体的合成材料として、ドラッグキャリアーとなりう

ることを示しており、新たな抗酸化性を有するキャリヤーの開発を期待させるものである。 
４－２．PArb のフェノール性水酸基による抗酸化特性とタンパク質カプセル化 

ポリフェノールは抗酸化性を示すことが知られている。また、タンパクの表面に吸着する
ことも知られており、タンパクを抗酸化雰囲気にできること、あるいは酵素の場合にはその
安定性を向上させるほか、酵素のデリバリーや必要な箇所で脱離することで酵素活性が発現
されるなどの用途にも展開可能である。タンパク質として広く研究されているものにウシ血
清アルブミン（BSF）がある。血清アルブミンは血液中に大量に存在するタンパクであり、そ
の機能は多岐にわたる。浸透圧の調整の他、いくつかの低分子を保持できるサイトが存在す
ることから様々な物質のキャリヤーとしての機能も知られている。BSFは582個のアミノ酸か
ら構成される分子量66,267のタンパクである。3つのドメインI～IIIから構成され17個のS-S結
合と1つのシステイン基 (-SH基), 18個 の α-ヘ リックス構造を有する。BSAには２か所の
物質キャリヤーサイトがあり、疎水相互作用、静電相互作用、水素結合、ファンデルワール
ス相互作用などにより吸着する。たとえば、ポリフェノールであるエピガロカテキンガレー
ト（EGCG）ドメインIIのサイトIIに吸着、レスベラトロールはドメインIのサイトIに吸着す
る。我々の開発したPArbがどのサイトとどのような力で吸着するのかを解明することはBSA
のParbによるカプセル化という観点からも興味深い。そこで既知のポリフェノールの吸着能
と比較しながらPArbのBSAへの吸着挙動を調べた。 

吸着の度合いはよく知られている手法、すなわち蛍光分光器により評価した。BSAの各サ
イト近傍にはトリプトファン残基が存在する。そのため、標的とするポリフェノール分子が
該当サイトと相互作用する場合にはトリプトファンの蛍光挙動が変化する。カテキン、クェ
ルセチン、Arb、PArbをBSAの緩衝溶液に添加した際の蛍光強度の変化では、336.5 nm付近に
トリプトファンに由来する蛍光が認められたが、添加物の添加と共にその強度は低下した。
最大発光波長に変化がないことからいずれの物質もBSAの構造を変化させてはおらず、保持サ
イトに侵入してトリプトファンに接近、トリプトファンが吸収した光エネルギーを奪い、無
幅射失活を起こしていることがわかる。この消光挙動から、各化合物のサイトへの吸着の平
衡定数を求めると表1のようになり、カテキンやクェルセチン
と比べるとアルブチンの結合定数は2桁ほど小さいが、PArbで
はカテキンの４～７倍、ケルセチンの２倍程度の大きさの結
合定数を示した。このことは、高分子量化されたPArbが非常に
効果的にBSAに吸着していることを示唆するものである。 

先に述べたように、BSAには低分子化合物を特定サイトに吸
着する能力がある。カテキンではサイトI、クェルセチンはサ
イトIIである。PArbはいずれのサイトに吸着されるのであろ



うか？我々は吸着サイトを明らかとするため、マーカーを用いた実験を行った。イブプロフ
ェンはサイトIに、ワルファリンはサイトIIに特異的に強く吸着されることが知られている。
したがって、イブプロフェンでマークしたBSAにカテキンを加えてもカテキンは吸着されない
が、ワルファリンマークされたBSAに対しては吸着の消光が認められる。逆にクェルセチンの
場合、イブプロフェンマークされたBSAは消光を示すが、ワルファリンでマークされたBSAで
は消光は観測されない。この理屈の元、イブプロフェン、およびワルファリンマークされた
BSAにPArbを加えて蛍光測定を行った。非常に興味深いことには、いずれの場合にも明らかな
消光が確認された。このことは、PArbがどちらのサイトとも強く相互作用することを示して
いる。ArbとBSAの相互作用力は低いがArbと高分子量化すると相互作用は2桁以上増大する。
これらの実験事実は、BSAのサイトは低分子ポケットであることから、PArbの末端部位が相互
作用し、それがポリマーであることからもう片方の末端が残りのサイトとも吸着し、結果と
してArbよりも大きな相互作用力を獲得したのではないかと考えた。また、カテキンやクェル
セチンとは異なり、サイトIおよびIIのいずれのサイトとも相互作用する力を有しており、BSA
表面に効果的に張り付けるのではないかと考えた。 

BSA、クェルセチン処理したBSA、ならびにPArb処理したBSAのSEM観察を行った。BSAは300 
nmの球状として観測される。BSAの溶液中のサイズは14×4×4 nmの扁平状であると報告され
ていることから、SEMで観測された粒子はBSAの会合体である。クェルセチン処理すると粒径
は400 nmに拡大、PArb処理では600 nmまで拡大した。クェルセチンではBSA表面に吸着するこ
とで疎水性が増大し、会合数が上がったと考えられる。PArbは水溶性が高いが、BSAと相互作
用する際に親水性基が用いられ、結果として粒子表面の親水性が低下して会合数が上がった
のではないかと考えられる。つまり、PArbによる処理により、BSAはそのサイトを占有され、
さらにその表面にPArbが吸着して多数のBSAがカプセル化されたと考えた。この結果は、BSA
に薬物を吸着させた後にArb処理でそれらを包含することで、BSAのキャリヤー能力を増大さ
せられる可能性を示唆するものである。 

タンパク質の表面保護が達成できたことから、次にその抗酸化性について検討した。抗酸
化性の評価はβカロテン退色法ならびにDPPHによるラジカル消去試験により実施した。BSAや
Arbでは弱い抗酸化性を認めた一方で、PArbでは非常に効果的な抗酸化特性が現れた。特に分
子量依存性が大きく、これはミセル内に存在するβカロテンにミセル外部からラジカルが侵
入してβカロテンを攻撃する経路で、PArbがミセル表面に吸着することでラジカルの侵入を
効果的に妨げていると言える。 

４－３．PArb の末端官能基化と共重合体の合成 
PArbの疎水化によるミセル形成能の付与、抗酸化、抗菌、生体適合性評価を実施し、その

上でデリバリーへの展開をにらみ、ここでは遺伝デリバリーへの可能性を見極めるべく、
PArbへのペプチド鎖の導入とカチオンブロック共重合体の開発を目指した。これを実現する
ため、PArbの末端へのオキサジン環の導入を検討した。オキサジン環の導入が達成されれで
これを起点としてポリエチレンイミン鎖の導入、カチオン化が達成可能であるし、抗菌能力
の向上にもつながる。また、PArbの一部のOHをメシル化してアミン分解することでアミノ基
の導入が可能で、ここからαアミノ酸-N-カルボキシ無水物（NCA）の開環重合を行うことで、
PArbとポリペプチド共重合体の開発も可能となる。 

オキサジン環の導入は、末端フェノールに対してアミンとホルマリンを反応させることで
行った。アミンとしてフェネチルアミンを用いたところ、フェニル基の導入を確認した。さ
らにポリエチレンイミンとの反応によりPArb-PEIマルチブロック共重合体の開発にも成功し
た。ポリマーのNMRスペクトルでは、PARbユニットのシグナルに加え、PEIユニットのシグ
ナルが観測されていることから、共重合化が達成できていることを確認した。なお、PArbお
よび合成した共重合体には細胞毒性はなかったが、黄色ブドウ球菌に対して緩やかな抗菌活
性を示した（Arbの1000倍以上）。 

続いて、PArbのOHのメシル化を行った。IRおよびNMRによりメシル基の導入を確認した。
これにベンジルグルタメート―NCAを開環重合させ、PArb-ポリペプチドブロック共重合体の
開発を達成した。PArbとNCAの仕込み比を変えることで、各セグメント長の異なるポリマー
の合成を行った。 

最後に、得られたポリマーのミセル挙動を調べた。共重合体はCMC1.9 mg/mLを示し、内
側がポリペプチド鎖、外側がPArb鎖で覆われたミセルが形成可能であることを示した。ベン
ジル基の脱保護によりアミノ基を有するポリマーへと変換、これを酸処理することで、ポリ
プレックスの調整まで達成した。 
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