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研究成果の概要（和文）：荷電性分子・高分子近傍の動的水和構造を誘電緩和分光法により評価

した。温度を精密制御して測定を行い数学的に解析することで、溶質と作用しない水分子の緩

和周波数よりも高い緩和周波数を示す水の存在を確認した。この緩和周波数の高い水は、官能

基の種類や数に加え、高分子の構造にも依存することを見いだした。この運動性の高い水は、

核磁気共鳴分光測定による拡散や、蛍光分光法による回転異方性からも確認することができた。 

 
研究成果の概要（英文）：Dynamic hydration structures around charged molecules and polymers 
were evaluated by measurements of dielectric relaxation spectroscopy and the mathematical 
analysis.  By accurate control of temperature, we could confirm water around the solutes 
with the higher relaxation frequency than that of bulk water.  The existence of the water 
was depended on functional groups, number of the charged groups and also structures of 
the side chain.  The higher motility of water could be confirmed by diffusion measurements 
of nuclear magnetic resonance spectroscopy, and rotation anisotropy by fluorescence 
spectroscopy. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 水は生体、バイオマテリアルを構成
する分子の高次構造、物性や機能に多大な影
響を与えている。水の重要性は認知されてい
るものの、水自体の観測が容易ではないため
に多様な水構造についての理解は遅れてい
る。なかでも高分子電解質は、タンパク質や

DNA などの生体分子として、また機能性材料
として重要である。しかし高分子電解質は、
高分子性、荷電、 カウンターイオンの存在
から複雑な特性を与えるため、水構造、まし
てや水和水のダイナミクス解析は困難であ
る。タンパク質表面での水和水の揺らぎが生
理機能の発現に必須であることが理論的、実
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験的に示されているが、その水和水の定量的
なダイナミクス解析はなされていない。 
 
(2) 多様な用途・要求に加え、高分子材
料が濫立するバイオマテリアルを一律に正
しく評価していくためには、評価法の標準
化・体系化が必要不可欠であり、今後この分
野におけるブレークスルーを見いだすため
にも新規評価法の創出が重要であると考え
る。バイオマテリアル一般に対し、最も共有
しえる物質は水と考えるのが自然であろう。
このなかで水和水、特にその外層に存在する
水分子の運動性に焦点をあて、定量的に評価
を試みることが今後のバイオマテリアル創
製に繋がると考えられる。 

 
２．研究の目的 
(1) 高分子電解質近傍の水和水のダイ
ナミクス解析を行い、官能基・分子量の面よ
り定量的な評価を試みる。さらに核酸および
タンパク質の水和水のダイナミクスや構
造・機能に与える影響を検証する。 
 
(2) 高分子電解質の水和水ダイナミク
ス解析から新規バイオマテリアルの創製を、 
(1) 生体高分子のコンホメーション制御が
必要な核酸やタンパク質キャリア(2) 高潤
滑表面を必要とする人工軟骨、人工関節やカ
テーテル等として設計、調製し、その基礎特
性を評価する。 

 
３．研究の方法 
(1) 誘電緩和分光測定：PLL シュウ酸塩
は、Mw＝18,800、Mw/Mn=1.7 のポリマーを用い
た。また分岐型 PEI は、Mw＝25,000、Mw/Mn=1.5
を、PAMAM デンドリマーは第 4世代のものを
それぞれ購入した。ポリマー溶液の pH は 0.1
あるいは 0.01 M の HCl を滴下して終濃度が 3 
mg/mL および 5 mg/mL となるように調製した。
リファレンス溶液を水とし、測定にはアジレ
ント社製のネットワークアナライザ
（E8364B）を用いて周波数 0.2－26 GHz、測
定温度を 20.00 ± 0.01℃の条件下にて行っ
た。誘電スペクトル解析：得られたポリマー
溶液のスペクトルは、次の Hanai の混合理論
式を用いて、ある体積分率Φを仮定する。 
 

 
ここで、w*：溶媒の誘電率、ap*：溶液の誘
電率、q*：水和した溶質の誘電率である。 
このΦを小さくすることで水和水の誘電特
性を強調することが可能となる。一方で、誘

電率は純水といくつかの成分のデバイ関数
の足しあわせより計算し得る。 

ここで fjは j成分の周波数、δjはｊ成分の
緩和強度を表す。このときαが最も 0に近い
場合に取りえるΦが水和層とバルク水の境
界と見積もられ、この時の誘電パラメータの
算出を行った。 
(2) 親水性多糖であるプルランにアジ
ドプロピルアミンを付加することによりア
ジド化プルランを合成した。次に、構造内に
pH 応答分解能を示すビニルエーテル基を有
したコレステリル基を合成し、Cu(Ⅰ) 触媒
下で click 反応によってアジド化プルラン
と反応させ、酸分解性コレステリル基置換プ
ルラン(AcLCHP)を合成した。acLCHP を pH7.4
のバッファーに各 2 mg/ml になるように溶解
し、1 日攪拌した。これらの溶液を氷浴中で
プローブ型超音波照射器を用いて 30 W, 15 
分間超音波処理を行い、フィルター(0.22 
μm)濾過することで溶液を調製した。それぞ
れの溶液を動的光散乱測定、透過型電子顕微
鏡観察し、微粒子の形成および粒径について
評価した。ナノゲル溶液を pH7.4 のまま、あ
るいは0.1Mクエン酸水溶液を添加してpH4.0
に調製した。これらの溶液について 24 時間
後まで経時的に動的光散乱測定とともに、サ
イズ排除クロマトグラフィー測定を行い、ク
ロマトグラムの変化を追跡することで加水
分解挙動を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 各測定において、リファレンス（こ
こでは純水）との差スペクトルをとり、その
各周波数での標準誤差が 0.03 以下であるこ
とから各ポリマー溶液を精度良く測定でき
たことを確認している。また、差スペクトル

 

 

 

Figure 1  PAMAM デンドリマーの 

    誘電スペクトル（pH7.5） 



 

 

の濃度依存性を周波数の代表点を取ってプ
ロットしたところ、いずれも直線上であるこ
とから、単分散な水和層を形成していること
を確認している。例として、Figure 1 に PAMAM
デンドリマーの誘電スペクトルを示す。それ
ぞれのポリマーにおいてデバイ関数の足し
あわせによるフィッティング曲線から誘電
パラメータを算出した。この結果を Table 1
から 3 に示す。Table 1 では PLL の誘電パラ
メータを示している。PLL は側鎖に第一級ア
ミンを有し、中性以下の状態ではこの荷電基
はプロトン化していると考えられる。PLL は
pH=4.42、7.61 の場合においてバルク水に加
え 3 つの成分が検出された。これらは、0.2 
GHz 付近にイオンペアの回転由来の緩和、6-7 
GHz 付近における拘束水由来の緩和、さらに
19 GHz付近にバルク水よりも緩和周波数が高
い水（HMW）由来の緩和を確認することがで
きた。pH の低い方が HMW の周波数がやや高い
傾向がみられるが、総じて pH 低下により大
きな変化は見られなかった。次に b-PEI につ
いて解析を行った。b-PEI は末端の一級アミ
ンに加え、主鎖に二級アミン、分岐部に三級
アミンを有した構造を有している。この
b-PEI は pH7.5 では一級アミンのみがプロト
ン化している状態、また pH4.0 では二級、三
級アミンもプロトン化している状態である
と考えられる。Table2 に b-PEI の誘電パラメ
ータを示す。これより、b-PEI も 3 つの緩和
成分からなり、HMW の存在が確認された。
pH7.5 と pH4.0 における水和状態を比較する
と、pH が高くなることで HMW 由来の周波数が
高くなり、かつ緩和強度も増加していた。こ
れは二級、三級アミンのプロトン化に起因し
ていると考えられた。これは水和層の大きさ
を示すΦBが、pH の低下により 30%以上増加し
ているところからも支持される。プロトン化
に伴い静電反発が強くなり、ポリマーがより
伸長したコンホメーションをとるため水和

層も増加したと考えられた。次に PAMAM デン
ドリマーの誘電パラメータを示す。この場合、
pH が中性、酸性いずれの場合においても、こ
の測定温度におけるバルク水の示す緩和周
波数（20℃、17 GHz）よりも高い緩和周波数
を有する HMW は確認されなかった。この原因
としては、1) デンドリマーの枝側鎖の運動
性が束縛されるため HMW を形成しえない。あ
るいは 2) 荷電性基の密度が高いため、HMW
層が形成されると考えられる拘束水層の外
殻においても水分子の回転運動性が制限さ
れるためと考えられる。2)の場合、拘束水は
測定周波数域（0.2GHz～）よりも低い周波数
で緩和されると考えられる。一方で pH の変
化により誘電パラメータのみならずΦB の変
化も確認できなかった。PAMAM デンドリマー
は、pH が低下することで樹状構造分岐部に位
置する三級アミンがプロトン化するが、その
構造が故に分子の運動性が制限され、水和層
の大きさに変化がないものと考えられた。こ
れら 3種のカチオン性ポリマーの毒性と遺伝
子発現の特性は、細胞毒性が、PAMAM << PLL
～ b-PEI、一方、遺伝子発現効率は、PLL < 
PAMAM < b-PEI と一般には理解されている。
当然のことながら、低い細胞毒性、かつ高い
遺伝子発現効率が望まれる。ポリマー鎖の構
造と各ポリマー近傍における水和水の誘電
パラメータの比較から、側鎖の運動性が高く
HMW 層が形成されると毒性が高く、pH 低下に
よりプロトン化が起こると遺伝子発現効率
が高い、あるいは水和層の大きさが増加する
と遺伝子発現しやすいことが示唆される。こ
れらの変化はおそらくカチオン性ポリマー
／DNA 複合体のエンドソームからの脱出に影
響しえると考えられた。 
 
(2) ポリマーの合成は、Tebbe 反応によ
るビニルエーテル結合を有したコレステロ
ールリンカーの合成と、クリック反応を用い

Table 1  PLL の誘電パラメータ 

 

Table 2  b-PEI の誘電パラメータ 

 
Table 3  PAMAM デンドリマーの誘電パラメータ 

 

 

Figure 2 酸加水分解型ナノゲルの合成 



 

 

たプルランへの修飾など 5つのステップを用
いて行った(Figure 2)。このポリマーをバッ
ファー中にて分散し、超音波照射させること
で、ナノゲルが形成されることが確認できた
(Figure 3)。このナノゲルは比較的単分散な
20-30 nm の粒子であり、中性（pH=7.0）では
安定なナノ粒子であった。一方で pH4.0 まで
低下させると、サイズ排除クロマトグラフィ
ーによる測定では、24 時間後に約 80%のナノ
ゲルは崩壊した(Figure 4)。また、動的光散
乱測定よりナノゲルの粒径は 35%増加したこ
とがわかった。さらにこのナノゲルにタンパ
ク質（ここではモデルタンパク質として牛血
清アルブミン）を内包させ、溶液の pH を低
下させるとナノゲル中のコレステロールの
加水分解に伴って、タンパク質を放出し得る
ことに成功した。以上のことは、新たなタン
パク質の放出システムを創製しえたといえ
る。その一方で、以前の研究においてビニル
エーテル結合は酸性条件下で 1時間以内に加
水分解することが示されてきたが、本研究で
はその酸応答性は鋭敏ではなかった。その理
由として、プロトン化したビニルエーテル基
とアセタール中間体との平衡反応となるこ
とで加水分解の進行を遅らせていると考え
られた。この中間体の形成は、コレステロー
ルの高い疎水性による運動性の低い安定し

た水和層の形成が、加水分解に必要な水分子
の供給を妨げているためとも考えられるた
め、今後の分子設計につなげていきたい。ま
た、この酸分解性ナノゲルはノニオン性であ
るため、今後カチオン性基を修飾することで、
酸分解型カチオン性ナノゲルを調製し、タン
パク質の細胞内へのデリバリーについても
検討していきたい。 
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Figure 3 酸加水分解ナノゲルの 
透過電子顕微鏡増 

 

Figure 4 酸性条件下におけるナノゲル 
の崩壊挙動 
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