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研究成果の概要（和文）：本研究では、リボフラビンを介した光架橋性ポリロタキサンを設計し、生体組織への
アンカーリングを試みた。リボフラビン存在下でアミノ基を修飾したポリロタキサンは光架橋し、15分以内にヒ
ドロゲルを形成した。このヒドロゲルを用いてマウス線維芽細胞を培養すると、細胞はよく接着し、伸展した。
さらに、ブタ大動脈の表面で光架橋すると、アミノ基を修飾したポリロタキサンは組織と強く接着した。これを
組織の切開部に塗布して光架橋することで、切開部からの液漏れを止めることに成功した。このように光架橋型
ポリロタキサンは、超分子を基盤とした組織接着性バイオマテリアルとして生体組織の修復・再生に応用できる
可能性を有している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we designed a riboflavin-mediated photocrosslinkable 
polyrotaxane for anchoring to biological tissues. In the presence of riboflavin, the amino 
group-modified polyrotaxanes photo-crosslinked and formed hydrogels within 15 minutes. When mouse 
fibroblasts were cultured on the hydrogels, the cells adhered and spread on the hydrogels. 
Furthermore, when photocross-linked on the surface of porcine aorta, the amino group-modified 
polyrotaxanes strongly adhered to the tissue. By applying this, the leakage of fluid from the 
incision of porcine aorta was successfully stopped. Thus, photocrosslinked polyrotaxane has the 
potential to be applied to repair and regeneration of biological tissues as a tissue-adhesive 
biomaterials based on supramolecules.

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　生体組織接着剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体材料と生体組織との吻合部におけるそれぞれの弾性率不一致(コンプライアンスミスマッチ)は、生物学的お
よび材料学的観点から大きな課題となっている。例えば人工血管の場合、コンプライアンスミスマッチが大きい
ほど血流に擾乱が生じ、血栓形成や内膜肥厚が誘発される。また血流や血管収縮など連続的な繰り返し応力負荷
による吻合部の疲労破壊や断裂が懸念される。ポリロタキサンは生体組織間で強く結合しながら生体組織の伸
縮・変形に柔軟に追従することによって、接着界面での応力集中を自動的に回避する全く新しい機構を有する生
体組織接着剤として期待できる。

※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） 
１．研究開始当初の背景 

生体材料と生体組織との吻合部におけるそれぞれの弾性率不一致(コンプライアンス
ミスマッチ)は、生物学的および材料学的観点から大きな課題となっている。例えば人工血管の
場合、コンプライアンスミスマッチが大きいほど血流に擾乱が生じ、血栓形成や内膜肥厚が誘
発される。また血流や血管収縮など連続的な繰り返し応力負荷による吻合部の疲労破壊や断裂
が懸念される。そのため、接着剤と生体組織間で強く結合しながら、生体組織の伸縮・変形に
伴う接着界面での応力集中を自動的に回避する全く新しい機構を有する生体組織接着剤の設計
が求められている。そこで本研究では、超分子ポリロタキサンに着目した。ポリロタキサンは、
多数の環状分子の空洞部を直鎖状高分子鎖が貫通し、その両末端を嵩高い原子団(封鎖基)で封
鎖した分子集合体である。その代表的な組み合わせとして、環状分子である α-シクロデキスト
リン(α-CD)と直鎖状高分子であるポリ(エチレングリコール)(PEG)がある。α-CD には種々の官
能基を修飾することができるため、例えばカルボキシ基やアミノ基を導入することによって生
体由来分子と共有結合させることが可能である。またこの α-CD が PEG 鎖に沿って自在に可
動しうる構造特性を活用することによって、高分子マトリックスに高い強度や靭性を賦与する
ことも期待できる。例えば α-CD 部位を介して架橋したポリロタキサンヒドロゲルでは変形に
伴って架橋点が移動するため、非常に優れた力学特性をもつことが報告されている。このよう
なポリロタキサンを応用するで、生体組織の伸縮・変形にともなう接着マトリックス内部の応
力集中を自動的に回避できると仮説を立てた。しかしながら、これまで生体組織接着剤として
のポリロタキサンの活用はほとんど検討されてこなかった。特に、生体内で使用可能な合成試
薬や化学反応を選定し、如何に安全にポリロタキサンを生体組織に接着させるのかについて、
その方法論が全く議論されてこなかった。そこで本研究ではこれらの課題を解決するために、
リボフラビン（RBF）の活用に着想した。RBFはビタミン B2 として知られ、牛乳や緑黄色野
菜などに含まれ細胞の成長・発達・機能に不可欠な栄養素である。また RBF の過剰摂取によ
る毒性なども確認されていない。RBF は UV-A光（320～400nm）照射によりコラーゲンを架
橋する光増感剤として作用することも知られており、すでに円錐角膜の治療として臨床応用さ
れている。そこで今回、ポリロタキサンの接着マトリックスを構築するために RBF を活用し
た光架橋と生体組織接着を試みた。 

 

２．研究の目的 

“生体組織との高い接着性”と“組織変形にともなう繰り返し応力集中を回避する動
的機械特性”を兼備する新規超分子系生体組織接着剤の設計を目的とする。アミノ基を修飾し
たポリロタキサンを RBF を介して光架橋することにより、生体組織に強固に接着したポリロ
タキサンヒドロゲルマトリックスを構築する。 

 

３．研究の方法 

３．１ アミノ基およびメチル基を修飾したポリロタキサンの合成およびヒドロゲルの作製 

両末端にアミノ基を修飾した PEG と α-CD を水中で混合し、擬ポリロタキサンを得
た。続いて、両末端のアミノ基にアダマンタン誘導体を導入することでポリロタキサンを調製
した後、その α-CD部位にメチル(Me)基およびアミノ(AE)基を修飾した(AEMe-PRX)。その際、
アミノ基が光架橋反応に与える効果を調べるために AE 基修飾数の異なる AEMe-PRX を 4 種
合成した。また参照試料として、メチル基のみを修飾したポリロタキサン(Me-PRX)を合成し
た。ポリロタサンヒドロゲルを調製するために RBF/PBS溶液(0.08 mg mL-1)に AE基修飾数
の異なる一連の AEMe-PRX を溶解させた。その際、AEMe-PRX の濃度が 10、50、100 およ
び 200 mg mL-1となるよう調整した。各溶液を 30μL ずつポリスチレン表面に滴下し、UV LED

（365 nm，7.03 mW cm-2）を用いて光架橋を施した(図 1)。 

 

 

図 1 AEMe-PRXヒドロゲルの作製 



 

 

３．２ ポリロタキサンの毒性評価 

マウス胚から樹立した線維芽細胞株である BALB/3T3 クローン A31 を、American Type 

Culture Collection (Manassas, VA, USA)より入手し、毒性評価に使用した。BALB/3T3 細胞
は、10％ウシ胎児血清、1％ペニシリン・ストレプトマイシンを含む DMEM 培地を用いて培
養した。BALB/3T3 細胞を 96 ウェルプレートに 2×104細胞/ウェルの密度で播種し、24 時間
培養した。AEMe-PRXをそれぞれ異なる濃度（2.6×10-4 mg mL-1から 20.0 mg mL-1）でウェ
ルに加え、さらに 24 時間インキュベーションした後、細胞増殖アッセイキットを用いて細胞
毒性を評価した。呈色した反応溶液は、マイクロプレートリーダーを用いて波長 450 nm の吸
光度を測定した。 

 

３．３ 生体組織への接着試験 

ポリロタキサンの組織接着性評価には、家畜用のブタ（約 6ヶ月齢）から採取した大
動脈組織を使用した。RBF（0.08 mg mL-1）と AEMe-PRXを混合した溶液を 50 mm×30mm

の長方形にカットした大動脈組織上に滴下した。UV-A光を 60分間照射した後、ゲルの形成お
よび組織への接着性を評価した。 

次に大動脈組織を用いてリークテストを実施した。ブタの大動脈を管状のまま約 250 

mmの長さで切断した。この大動脈の中央部付近の一部（約 5 mm）を切開したところ、充填
した PBS が切開部分から漏れ出ることを確認した。つぎに AEMe-PRX と RBF を含む混合溶
液を 5mm の切開部に塗布し、UV-A 光を照射することで、切開部を接着することができるか
否かについて評価した。 

 

４．研究成果 

ポリロタキサンに水溶性を賦与するために、α-CD 部位にメチル基を修飾した。81.1

分子の α-CD と PEG（Mn=20200）からなるポリロタキサンに対してヨードメタン用いてメチ
ル基を導入したところ、α-CD1分子あたり 10.8分子のMe 基が修飾された。α-CD 分子には理
論上最大 18 分子の Me 基を導入することができるため、その置換率は約 60％であった。つぎ
に Me 基を修飾した α-CD 部位にエチレンジアミンを用いて AE 基を修飾した。MePRX に対
するエチレンジアミンの仕込み比を調整することで、AE 基数の異なる 4 種の AEMe-PRX を
合成した。 1H-NMR スペクトルより各ポリロタキサンに修飾された AE 基が、5.5

（AE6Me-PRX）、12.3（AE12Me-PRX）、33.2（AE33Me-PRX）、41.2（AE41Me-PRX）であ
ることを算出した。つぎに、RBF を用いた AEMe-PRX のゲル化条件について検討した。AE

基修飾数の異なる AEMe-PRXを RBF/PBS溶液(0.08 mg mL-1)に溶かし、AEMe-PRXの濃度
が 10から 200 mg mL-1になるように調整した。AE6Me-PRX と AE12Me-PRX ではポリロタ
キサン濃度に関わらずヒドロゲルの形成は認められなかったが、AE33Me-PRX と
AE41Me-PRX ではそれぞれ 100 mg mL-1と 200 mg mL-1の濃度でヒドロゲルの形成を確認し
た。また、RBF非存在下 UV-A光照射群および RBF存在下 UV-A光非照射群ではヒドロゲル
の形成は確認されなかった。これらの結果は、ポリロタキサンヒドロゲルを形成するためには
AE 基修飾したポリロタキサンおよび RBF、UV-A 照射の 3 要素のすべてが必要であることを
示唆している。作製したヒドロゲルの膨潤特性を評価するために、室温で PBS 中のサイズ変
化を観察した。AE33Me-PRX と AE41Me-PRX ヒドロゲルのサイズは、15 分以内に 4.1 倍、
3.8 倍に増大した。AE33Me-PRX ヒドロゲルのサイズは 24 時間後に 8.1 倍まで増加したが、
AE41Me-PRX ヒドロゲルのサイズ変化はほとんど認められなかった。この結果は、
AE41Me-PRX ヒドロゲルは、AE33Me-PRXヒドロゲルより架橋密度が高い可能性を示唆して
いる。 

AEMe-PRX の細胞毒性について細胞増殖アッセイキットを用いて解析したところ、
2.6 × 10-4 mg mL-1から 20.0 mg mL-1の濃度範囲において AEMe-PRX に有意な細胞毒性は認
められなかった。例えば AEMePRXヒドロゲルを用いて細胞培養を行う場合、ポリマー重量と
培地量から換算した AEMePRX 濃度は約 12.0 mg mL-1となるが、そのようなポリマーが高濃
度な環境においても AEMePRX は細胞毒性を示さないことが分かった。また AE33Me-PRX と
AE41Me-PRX ヒドロゲルを用いて BALB/3T3細胞を良好に培養することも可能であり、細胞
接着率はそれぞれ 31.6%±15.1%、40.9%±10.1%、細胞の伸展面積はそれぞれ 607.1±
225.7μm2および 896.9±174.6μm2であった。 

最後にブタ大動脈をモデル組織として、AE33Me-PRX および AE41Me-PRX ヒドロ
ゲルの組織接着性を評価した。AEMe-PRX と RBF を含む PBS 溶液を生体組織の上に 30μL

滴下し、UV-A 光を 60 分間照射した。その後、PBS 溶液中に浸漬することによって洗浄した。
AEMe-PRXヒドロゲルをポリスチレン表面上で作製した場合、PBSに浸けてから 10分以内に
ヒドロゲルが自発的にポリスチレン表面から剥離したが、生体組織上で作製した場合にはその
ような剥離は認められなかった。さらに、ヒドロゲルが接着した生体組織を垂直方向、水平方
向、回転方向に伸張させると、ハイドロゲルは組織の変形に柔軟に追従した。すなわち
AEMe-PRX ヒドロゲルは強固かつ柔軟に生体組織と接着したことを示唆している。また約 5 

mm の切開を加えたブタ大動脈を使用したリークテストにより、AEMe-PRX ヒドロゲルの光



架橋によって切開部を塞ぐことができることを実証した(図 2)。以上より、アミノ基を有するポ
リロタキサンを RBF の存在下で UV-A 光照射することでヒドロゲルを形成させるとともに生
体組織表面に接着させることに成功した。In situ 光架橋型ポリロタキサンは、強靭で柔軟な組
織接着剤、止血剤をはじめ、インジェクタブルヒドロゲル、3 次元プリンティング用ヒドロゲ
ルとして生体組織の修復するためのバイオマテリアルとして期待できる。 

 

図 2. 生体組織に対するポリロタキサンヒドロゲルの接着 
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