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研究成果の概要（和文）：本研究では、ポリロタキサン表面の分子可動性が上皮細胞の細胞-細胞接着に果たす
役割について評価した。分子可動性の高いポリロタキサン表面では、上皮細胞内の転写因子YAPが細胞質に局在
化し、分子可動性の低い表面ではこのYAPが核に局在する傾向があった。さらに細胞質内のYAP局在は、タイトジ
ャンクションに関連した遺伝子の発現を増加させた。このようなポリロタキサンを基盤としたバイオマテリアル
は、生体内における物理的な免疫システムの改善や生体組織の修復のための強力なツールとして期待できる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated the role of molecular mobility of polyrotaxane 
surfaces on cell-cell adhesion in epithelial cells. On polyrotaxane surfaces with high molecular 
mobility, the transcription factor YAP in epithelial cells localized to the cytoplasm, while on 
surfaces with low molecular mobility, YAPs tended to localize to the nucleus. Furthermore, YAP 
localization in the cytoplasm increased the expression level of genes associated with tight 
junctions. Such polyrotaxane-based biomaterials hold promise as powerful tools for improving the 
physical immune system in vivo and for repairing biological tissues.

研究分野：バイオマテリアル科学

キーワード： ポリロタキサン　超分子　歯周組織　物理バリア機能

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯科においては細菌感染によるタイトジャンクションの損傷が歯肉炎や歯周炎を引き起こし、歯周病の原因とな
ることが知られている。歯周病は歯槽骨の破壊や歯の喪失のみでなく、アルツハイマー病、脳卒中、心臓病、糖
尿病などとの関連が指摘されている重大な疾患である。細胞-細胞間接着を促す生体材料は、生体組織の再建を
助けるのみでなく、炎症を抑えることで組織を治癒・修復することが期待される。バイオマテリアルを用いた生
体組織の再構築と修復の両立は、組織再生において合理的であり大きなメリットをもつ。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
細胞は周囲の微小環境を感知するため in vitro 系においては細胞接着材料の形状や性状に応じ
た応答を示すことが知られている。しかし、そのような細胞接着材料の特性が細胞-細胞間の
接着に与える影響については未だ不明な点も多い。本研究では、ポリロタキサン表面の分子可
動性が上皮細胞の細胞-細胞接着に果たす役割について評価した。分子可動性の高いポリロタ
キサン表面では、上皮細胞内の転写因子 yes-associated protein(YAP)が細胞質に局在化し、分子
可動性の低い表面ではこの YAP が核に局在する傾向があった。すなわち転写因子である YAP
の局在はポリロタキサン表面の分子可動性によって切り替え得ることを明らかにした。さらに
細胞質内の YAP 局在は、タイトジャンクションに関連した遺伝子の発現を増加させた。スク
ラッチアッセイでは、分子可動性の低い表面上の上皮細胞が速やかに遊走を開始する一方で、
分子可動性の高い表面上の細胞は遊走開始が遅れることを見出した。これらは分子可動性の高
いポリロタキサン表面は、YAP を細胞質に局在化することで細胞-細胞間接着の強化に寄与し
ている可能性がある。このようなポリロタキサンを基盤としたバイオマテリアルは、生体内に
おける物理的な免疫システムの改善や生体組織の修復のための強力なツールとして期待できる。 
 
 
１．研究開始当初の背景 

ポリロタキサンは、直鎖状の高分子鎖が多数の環状分子の空洞部を貫通したインタ
ーロックト構造の超分子集合体である。これまでに研究代表者らは両末端に疎水性セグメント
を配したポリロタキサントリブロック共重合体をガラスや金に被膜し、分子可動性ポリロタキ
サン表面を設計した。このポリロタキサン表面上で線維芽細胞や内皮細胞、間葉系幹細胞を培
養したところ、分子可動性の高いポリロタキサン表面に接着した細胞は細胞骨格であるアクチ
ン線維の形成が抑制された一方で、分子可動性の低いポリロタキサン表面に接着した細胞はそ
の形成が促進される傾向を示した。さらに表面の分子可動性に依存した細胞骨格の形成は ras 
homolog family member A(RhoA)-Rho-associated protein kinase (ROCK)や yes-associated protein 
(YAP)に関連した細胞内シグナル伝達を介して細胞の増殖・遊走・分化など様々な細胞機能発
現に影響を与えることを明らかにし、ポリロタキサンを基盤としたバイオマテリアル設計が細
胞の機能操作や生体組織の再生足場に有用であることを見出した。また人工多能性幹細胞(iPS
細胞)をポリロタキサンの表面で培養したところ、表面の分子可動性が細胞-材料間のみでなく、
細胞-細胞間の接着にも影響を与えることを見出した。細胞-細胞間接着は細胞集団の形成や隣
接細胞間の直接的なコミュニケーションに関与しており、組織工学における三次元生体組織の
構築に重要な役割を担っている。また細胞-細胞間接着は物理的な免疫システムとして機能す
ることも注目すべき点である。例えば上皮細胞にはタイトジャンクション・アドヘレンスジャ
ンクション・デスモソームなどの細胞間接着様式があり、病原体の侵入や感染を防ぐ物理的バ
リアとして機能している。特にタイトジャンクションは、オクルディン、クローディン、接合
部接着分子(JAMs)や zonula occludens(ZO)-1、2、3 によって構成されており、歯科においては
細菌感染によるタイトジャンクションの損傷が歯肉炎や歯周炎を引き起こし、歯周病の原因と
なることが知られている。歯周病は歯槽骨の破壊や歯の喪失のみでなく、アルツハイマー病、
脳卒中、心臓病、糖尿病などとの関連が指摘されている重大な疾患である。以上のことから、
細胞-細胞間接着を促す生体材料は、生体組織の再建を助けるのみでなく、炎症を抑えること
で組織を治癒・修復することが期待される。このようなバイオマテリアルを用いた生体組織の
再構築と修復の両立は、組織再生において合理的であり大きなメリットをもつ。 
 
２．研究の目的 

分子可動性の異なる硫酸化ポリロタキサン表面を用いた上皮細胞モデルの培養を通
じて、ポリロタキサン表面の分子可動性が上皮細胞の細胞間接着に与える影響について解析す
る。 
 
３．研究の方法 
３．１硫酸化ポリロタキサン表面の作製  

Poly(ethylene glycol)(Mn=20,000)と硫酸化 α-CD からなるポリロタキサンの両末端に
poly(benzyl methacrylate)を配した硫酸化ポリロタキサントリブロック共重合体を合成し、細胞
培養用ポリスチレン製培養器材(TCPS)表面に被膜した(図 1)。その際、硫酸化 α-CD の貫通数
が 5 分子(SPE-PRX5)もしくは 86 分子(SPE-PRX86)のポリロタキサン表面を作製した。ポリロ
タキサン表面の分子可動性は、QCM-D(Quartz Crystal Microbalance with dissipation)や接触角ヒ
ステリシス測定から α-CD の貫通数が減少するほど高くなることを報告しており、本研究で作
製した SPE-PRX5 表面は SPE-PRX86 表面より分子可動性が高いことが予想される。 

 



 
図 1. ポリロタキサン表面 

 
３．２ KLN205 細胞の培養 

マウス肺扁平上皮癌由来細胞(KLN205 細胞)を SPE-PRX5 および SPE-PRX86 表面に 2
×103cells cm-2 の密度で播種し、5 日間培養した。SPE-PRX5 および SPE-PRX86 表面に接着し
た KLN205 細胞の倍化時間は、培養 2 日目および 4 日目の接着細胞数から算出した。転写因子
である YAP の細胞内局在については、免疫蛍光染色法によって解析した。細胞間接着関連遺
伝子の発現評価として、E-カドヘリン、zo-1、zo-2 遺伝子を対象に RT-PCR 解析を行った。細
胞間接着を評価するために、スクラッチアッセイを行った。KLN205 細胞を SPE-PRX5 および
SPE-PRX86 表面上でコンフルエントに達するまで培養した後、表面をピペットチップの先端
で直線状に"スクラッチ"した。細胞形態およびスクラッチ領域は、位相差顕微鏡を用いて 2 時
間毎に観察した。 
 
４．研究成果 
４．１ KLN205 細胞の増殖・形態および細胞内 YAP 局在 

ポリロタキサン表面の分子可動性が上皮細胞の接着、形態、および増殖などの細胞
応答に与える影響について評価した。KLN205 細胞の SPE-PRX5 表面への初期接着率は、SPE-
PRX86 表面への接着率と同程度であり、接着した細胞はコロニーを形成しながら増殖した。
SPE-PRX5 および SPE-PRX86 表面に接着した細胞の倍加時間は、それぞれ 14.9 時間および
14.1 時間であり、有意な差は認められなかった。一方で SPE-PRX86 表面上に接着した細胞の
アスペクト比（細胞の形を楕円フィッティングした際の長軸／短軸の比）は SPE-PRX5 表面上
の接着細胞よりも大きい傾向があった。これは、分子可動性の低いポリロタキサン表面におい
て細胞の伸展が促進することを示唆しており、先行研究の結果と一致している。また SPE-
PRX5 および SPE-PRX86 表面に接着した細胞の核内 YAP 局在の割合を解析したところ、それ
ぞれ 22.9 ± 5.0 % および 31.0 ± 4.7 % であった。これらの結果から、上皮細胞は細胞骨格系
シグナル経路を介してポリロタキサン表面の分子可動性を認識し、YAP の細胞局在を変化さ
せることが示唆された。  

 
４．２ 細胞間接着関連遺伝子の発現 

ポリロタキサン表面で培養した KLN205 細胞における細胞間接着の形成を、E-
cadherin、ZO-1、ZO-2 の免疫蛍光染色により確認した。その上で KLN205 細胞における E-
cadherin、ZO-1、ZO-2 遺伝子の発現を RT-PCR により解析した。SPE-PRX5 表面で培養した細
胞における E-cadherin 遺伝子の発現は、SPE-PRX86 表面で培養した細胞と同程度であった。
一方、ZO-1 および ZO-2 の発現は SPE-PRX86 表面で培養した細胞より SPE-PRX5 表面上にお
いて有意に高かった。この結果は、高い分子可動性を持つポリロタキサン表面がタイトジャン
クションの形成に寄与していることを示唆している。詳細なメカニズムは明らかでないが、ポ
リロタキサン表面の高い分子可動性によって YAP の細胞核から細胞質への移行が誘導され、
これによって YAP が ZO-2、angiomotin、claudin-18 などのタイトジャンクション関連タンパク
質と結合することによってタイトジャンクションの形成が促進された可能性がある(図 2)。 



 
図 2. ポリロタキサン表面の分子可動性が細胞間接着に与える影響 

 
４．３ スクラッチアッセイによる細胞間接着の評価 

ポリロタキサン表面の分子可動性が上皮細胞間接着に与える影響を評価するために、
スクラッチアッセイを実施した。一般に、スクラッチアッセイは、培養器材などの表面上にお
ける二次元的な細胞の遊走・増殖を経時的に定量解析するための手法である。このアッセイで
は、細胞が細胞培養器材表面上で単層になるまで増殖した後、表面をピペットの先端でスクラ
ッチし、創傷の様な隙間を形成させる。その後、細胞の遊走によってスクラッチした面が閉じ
ていく過程を経時的に画像解析する。薬物やサイトカインを添加しない細胞培養系では、細胞
の遊走は細胞-材料表面間や細胞-細胞間での相互作用に大きく依存すると考えらえる。そこで、
KLN205 細胞における細胞-細胞間接着をスクラッチアッセイによる細胞遊走解析を通じて間
接的に評価できると考えた。スクラッチしてから 2 時間後のスクラッチ面積を解析したところ、
SPE-PRX86 表面では 10.3 ± 2.8 %、SPE-PRX5 表面では 0.6 ± 8.2 %の減少が認められた。こ
の面積減少率の違いは SPE-PRX5 表面によって細胞遊走の開始に遅れが生じたことを示してお
り、その原因として細胞間接着の安定性の違いが考えられる。すなわち細胞間接着が成熟して
強固になれば細胞遊走の開始が遅れ、細胞間の接着が弱く未熟であれば遊走は速やかに開始さ
れる可能性がある。これまでに細胞-細胞間の接着が、インテグリンを介した細胞-材料表面間
の接着と強く関連していることが報告されている。上皮細胞が遊走する際には、細胞-細胞間
の接着を弱め、細胞と ECM の間のインテグリンを介した接着が促進される。一方、集団化し
た細胞を高密度化するために、インテグリンを介した接着を弱め、細胞間の接着が促進される
ことが知られている。すなわち、分子可動性の高いポリロタキサン表面での細胞-細胞間接着
の促進が、細胞とポリロタキサン表面とのインテグリンを介した接着を阻害し、結果として細
胞の遊走が遅延させたことが考えられる。以上より、ポリロタキサン表面の分子可動性は、上
皮細胞の細胞間相互作用と細胞-材料表面間の相互作用を調節する材料パラメータとして期待
できる。 
 
 
 
※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
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