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研究成果の概要（和文）： 

 刺激応答型ポリロタキサンによる細胞応答の制御を目指して、各種ルーズフィット型ポリロ
タキサンの合成ならびに刺激応答特性の解析、およびマンノース導入ポリロタキサンの認識タ
ンパク質および細胞との相互作用の解析を行った。ポリロタキサンの有する環状分子の可動性
に基づいた追加包接挙動や温度応答性、認識タンパク質との結合性亢進、マクロファージから
の抗炎症性サイトカイン産生などが明らかとなり、分子運動性を有するリガンドが細胞応答を
調節する上で有用であることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
In order to aim at controlling cellular response via stimuli-responsive polyrotaxanes, 
the preparation of a variety of polyrotaxanes, the characterization of their properties, 
and the protein and cellular responses to these polyrotaxanes were performed.  
Macromolecular inclusion of loose-fit polyrotaxane, temperature-responsive 
polyrotaxane formation, enhanced binding of mannose-conjugated polyrotaxane with 
specific protein, and the production of anti-inflammatory cytokine from macrophages 
were clarified in this study. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞機能を人為的に制御するため、遺伝子
工学的手法を用いた生理活性タンパク質の
発現制御や、水溶性高分子や微粒子にリガン
ドを導入してレセプターを介した遺伝子導
入が近年行われている。生体はナノ空間レベ
ルで精密に分子間相互作用を調節しており、

それを模倣するためにはナノレベルでのリ
ガンド導入を精密かつ任意に行う技術が必
要となる。こうした背景のもとに従来から両
親媒性高分子などの自己組織化によって表
面にナノレベルでリガンドを導入する方法
が盛んに行われてきたが、レセプターの空間
的配置に応じて柔軟にリガンド分子の位置
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を移動できるようなバイオマテリアル設計
は不可能であった。 

これに対して研究代表者らは、ポリロタキ
サン中の環状分子に導入したリガンドが線
状高分子鎖に沿って自由に運動（移動・回転）
できる特徴を活かして、レセプター・タンパ
ク質との多価相互作用を飛躍的に亢進する
特徴を見いだしてきた。そこで、線状高分子
鎖と CD との相互作用を任意に制御できる超
分子構造因子を明らかにし、リガンド運動性
の ON-OFF 調節とそれによるモデルレセプ
タータンパク質の分子認識性への影響を検
討することを考案した。 

 
２．研究の目的 

本研究では、多数の生体認識リガンド導入
-シクロデキストリン(-CD)空洞部を貫通
したポリエチレングリコール(PEG)-ポリエ
チレンイミン(PEI)・ジブロック共重合体両
末端をキャップしたポリロタキサンを合成
し、その外部刺激に応答した-CD 運動性の
ON-OFF 調節から膜タンパク質との多価結合
性を制御し、最終的にはリガンド運動性の
ON-OFF 調節に基づいた細胞代謝機能の制御
を目指す。最終的には、外部刺激に応じた膜
タンパク質とリガンドとの多価結合性の
ON-OFF 調節によって、細胞内外代謝への影響
を明らかにする。 
 

３．研究の方法 

(1)-CD と PEG からなるルーズフィット型
ポリロタキサンの合成と包接特性解析：-CD

と PEG との包接錯体を調製し、その上で
PEG 末端に-CD 誘導体を導入して、複数の
-CD分子空洞部をPEGが一分子貫通した骨
格を有するルーズフィット型ポリロタキサ
ンの合成を検討した。更に、このポリロタキ
サンの有する-CD 空洞の余剰空間に対する
各種水溶性高分子鎖の包接錯体形成を分光
学的に解析した。 
(2)-CD とポリ乳酸-PEG・トリブロック共
重合体とからなるポリロタキサンの自己集
合化による調製：PEG を開始剤としたラクチ
ドの開環重合によりポリ乳酸-PEG-ポリ乳酸
のトリブロック共重合体を調製し、これと
-CDとの包接錯体形成を経由して親-疎水性
のポリロタキサンを合成した。更に、このポ
リロタキサンの水分散性を動的光散乱測定
により解析した。 
(3)-CD とダンベル型末端 PEG からなるル
ーズフィット型ポリロタキサンの温度応答
型形成特性解析：PEG 末端に嵩高いダンベル
型置換基を導入し、-CD との混合に際して
加熱時に平衡が包接錯体形成に偏る性質を
利用して、温度応答型ポリロタキサン形成を
試みた。更には、-CD を複数連結したダイ
マーおよびテトラマーを調製し、温度応答型

ポリロタキサン形成を、ネットワーク形成に
よる粘弾性挙動に着目して解析した。 
(4) リガンド導入ポリロタキサン設計のた
めのアジド化ポリロタキサンの合成：モノ－、
ジ－、トリ－アジド化 CD を調製し、これと
PEG（分子量 3000、20000）との包接錯体を
調製し、それをもとにしたアジド基密度を制
御したポリロタキサンの合成を無溶媒系お
よび有機溶媒系にて検討した。 
(5) マンノース導入ポリロタキサンのコン
カナバリンＡ(Con A)との多価相互作用の速
度論的解析：Con A 固定化密度の異なる金基
板を調製し、それを利用してマンノース導入
ポリロタキサンの結合を表面プラズモン共
鳴分光により速度論的に解析した。更には、
蛍光物質(FITC あるいはローダミン)を導入
した Con A を用いて、マンノース導入ポリロ
タキサンとの結合におけるマンノース可動
性の効果を蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)

により解析した。 
(6) マンノース導入ポリロタキサンとの相
互作用によるマクロファージの応答：マクロ
ファージ様株化細胞（J774.1 細胞）を用いて、
マンノースレセプター介在型エンドサイト
ーシスを細胞形態観察により、更にはエンド
サイトーシスによる J774.1 細胞のサイトカ
イン産生を抽出 RNA から逆転写により変換
した cDNA の PCR 増幅によって検討し、得
られた結果をマンノース導入 CD、マンノー
ス導入ポリアクリルアミド、マンナンの場合
と比較した。 

 
４．研究成果 
(1)-CD と PEG からなるルーズフィット型
ポリロタキサンの合成と包接特性解析：-CD

とPEGからなる包接錯体の両末端に-CD誘
導体を導入したところ、再現性よく定量的に
所望のルーズフィット型ポリロタキサンを
得た。PEG が一分子包接されたルーズフィッ
ト型構造形成の単一性は、質量分析ならびに
末端-CD 誘導体へのアダマンタンカルボン
酸の包接挙動の Jobプロットにより確認した。
ポリロタキサンを塩基性環境下で可溶化し
別途 PEG を添加して再び中性に戻して得ら
れたポリロタキサンには、加えた PEG が包
接されていることが広角X線回折により判明
し、この包接錯体形成が可逆的であることも
明らかとなった（図 1）。また、ポリロタキサ
ン中の-CD を部分的にメチル化して水溶性
とし、中性環境下で各種水溶性高分子(PEG

および PEI)を添加したところ、これら高分子

 

図１．ルーズフィット型ポリロタキサンによる高

分子の可逆的な追加包接 



 

 

鎖の追加包接がNMRおよび ITC測定によっ
て確認された。追加包接挙動は PEI において
著しく、また分子量の影響が認められ、ポリ
ロタキサンの余剰空間を利用した追加高分
子包接が世界で初めて証明された。 

(2)-CD とポリ乳酸-PEG・トリブロック共
重合体とからなるポリロタキサンの自己集
合化による調製：得られたポリロタキサンの
DMSO 溶液を調製し、その水に対する透析に
よってポリロタキサンの自己集合体を得た
（図 2）。この自己集合体は、合成の出発物質
であるトリブロック共重合体の２倍の大き
さの粒径を有していることが動的光散乱測
定によりわかった。更には、モデル薬物とし
てカルセインの導入を検討したところ、自己
集合体内部にカルセインの内包水層を有す
ることも明らかとなった。 

(3)-CD とダンベル型末端 PEG からなるル
ーズフィット型ポリロタキサンの温度応答
型形成特性解析：PEG 末端に適切な大きさの
ダンベル型置換基を導入することにより、過
熱をトリガーとした超分子ネットワーク形
成、および希釈によるネットワーク解離を可
逆的に制御可能な系を構築することが明ら
かとなった。その際に、形成する超分子ネッ
トワークは、ダンベル型 PEG の分子量、連
結された-CD 数によって制御可能であるこ
とが明らかとなった。これらは、本来は包接
錯体を形成しない組み合わせである-CD と
PEG とにおいて、適切な末端基設計によって
温度に応答してポリロタキサンを形成する
機能を付与することが可能であることを示
しており、今後のポリロタキサン設計指針と
して有用であると考えている。 
(4) リガンド導入ポリロタキサン設計のた
めのアジド化ポリロタキサンの合成：-CD

へのアジド基の導入によって水に対する溶
解性が著しく低下したため、通常の-CD と
PEG とからなるポリロタキサンと同様な方

法では合成できなかった。また、無溶媒系で
の合成では収率が著しく低く、実用的でない
事も判明した。そこで種々の有機溶媒系で検
討したところ、DMSO：水（1：1）混合溶媒
系で 30％以上の収率で合成できることが分
かった。また、包接錯体形成と末端キャップ
反応とを連続して実施できることから、従来
よりも簡便にポリロタキサンを合成できる
ことも明らかとなった。これらポリロタキサ
ンにクリック反応を利用して各種リガンド
（マンノースやホスホリルコリン基）を導入
したところ、定量的にリガンドを導入できる
ことがわかった（図 3）。 

(5) マンノース導入ポリロタキサンのコン
カナバリン A(Con A)との多価相互作用の速
度論的解析：ポリロタキサンは、従来から報
告されているポリアクリルアミドに導入し
たマンノースや天然多糖であるマンナンよ
りも有意に Con A 固定化表面と相互作用し、
その結合定数は 100 倍以上であった（図 4）。
ポリロタキサン中では、PEG 分子量 20000

が 3000 よりも、ジ-マンノース系がモノ-マン
ノースやトリ-マンノース系よりも結合定数
が大きく、多価結合における空間的配置の重
要性が示唆された。こうしたマンノース導入

 

図４．高密度（左）および低密度（右）Con A

固定化表面へのマンノース導入ポリロタキサン

結合の SPR センサーグラム 

 

図５．マンノース導入高分子の FITC-およびロ

ーダミン導入 Con A との結合による FRET 解

析. (a)および(b): ポリアクリルアミド、(c)およ

び(d): ポリロタキサン 

 

図３．クリック反応によるモノ－、ジ－、トリ

－マンノース導入ポリロタキサンの合成 

 

図 2．-CD とポリ乳酸-PEG・トリブロック共重

合体とからなるポリロタキサン 



 

 

ポリロタキサンにおける Con A 表面との高
い結合定数は、速度論的解析によって結合速
度定数の増大によるものであることがわか
り、界面における動的因子の効果が裏付けら
れた。更に、異なる蛍光分子を導入した Con 

A を用いて、モノマンノース導入ポリロタキ
サンと Con A との相互作用を解析したとこ
ろ、マンノース濃度上昇に伴った有意な
FRET が認められ、マンノースと Con A との
結合が隣接した CD の接近によってもたらさ
れることが裏付けられ、Con A との多価相互
作用における CD 可動性の効果が分光学的に
実証された（図 5）。 
(6) マンノース導入ポリロタキサンとの相
互作用によるマクロファージの応答：マンノ
ース導入ポリロタキサンを用いた際に
J774.1 細胞の形態変化が最も著しく、先の
SPR 解析での結果を裏付けるような多価相
互作用がマクロファージにおいて確認され
た。更に遺伝子解析によってサイトカイン産
生を検討したところ、マンノース導入ポリア
クリルアミドでは炎症性サイトカインであ
る組織壊死因子（TNF-）レベルが有意に上
昇していたのに対して、マンノース導入ポリ
ロタキサンでは抗炎症性サイトカインであ
る変換成長因子（TGF-1）レベルが上昇し

ていた（図 6）。このことは、マンノース導入
ポリロタキサンが単に効率的にマクロファ
ージに結合するだけでなく、抗炎症性機能の
誘導に効果的であることを示唆している（図
7）。 
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図７．マンノース導入ポリロタキサンとの結合に

よるマクロファージの抗炎症性サイトカイン産生 
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図６．48 時間後のマクロファージからの TGF-1
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