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研究成果の概要（和文）：本研究では、世界に先駆けて報告してきた「弱い高分子間相互作用を利用した交互積層（Lb
L）法」に関する基礎研究と、これを利用して得られるLbL高分子材料を創出した。立体規則性等を有する高分子を基板
上に交互積層してステレオコンプレックス構造を作製すると、力学的機能が向上することを解明した。また、細胞が産
生する細胞外マトリックスを細胞表面に交互積層することで細胞同士が接着する足場を人工的に構築でき、生体類似の
三次元組織体を作製することに成功した。さらに、歯科材料や新規ワクチンの創製も実現した。以上、化学及び高分子
化学の基礎研究の深化が生医学領域の新しい分野を生み、医療分野へ展開できることを示した。

研究成果の概要（英文）：We studied the fundamental research of Layer-by-Layer (LbL) technique which 
employed weak polymer-polymer interactions, and created the polymeric materials made by LbL method. We 
demonstrated that the stereocomplexes prepared by LbL of stereoregular polymers showed high thermal 
stability, mechanical strength, and so on. On the other hand, we successfully fabricated the 3D tissues 
by coating extracellular matrix (ECM) nanofilms onto cell surfaces using LbL assembly. Moreover, our 
method could introduce blood vessel structures into tissues. By using these techniques, we could 
fabricate cancer models, cardiac tissues, skin models and revealed that these tissues would be useful for 
pharmaceutical applications and regenerative medicine. We also created the dental materials and novel 
vaccine systems. These results clearly demonstrated that fundamental researches of chemistry and polymer 
chemistry created a new field in biomedical area, and could provide novel approaches to the medical 
field.

研究分野：高分子化学

キーワード： 高分子化学　高分子薄膜・表面　交互積層法

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

交互積層法（LbL 法）とは、互いに相互作
用する高分子溶液へ基板を交互に浸漬する
ことで、基板上にナノレベルの薄膜を調製す
る手法であるが、我々の研究グループでは、
高分子間に見られる弱い相互作用をこのシ
ステムに導入することに初めて成功した。低
分子系では弱い相互作用であっても、高分子
となることで、分子間相互作用は強く発現す
る。このことを利用して調製したナノ粒子や
ナノ薄膜などは、特にバイオマテリアル分野
で重要な新しい材料・システムであることを
示してきた（図 1）。 

 

２．研究の目的 

本研究では、世界に先駆けて開発した「弱
い高分子間相互作用を利用した LbL 法」に
関する基礎研究と、これに基づいて高分子機
能材料を創製する。また、生体適合性の合成
高分子や天然高分子を素材に用いて構造を
制御し、安全性が担保された新しい高分子バ
イオマテリアルへ展開する。さらに、種々の
材料の機能評価の後、臨床応用を最終目的と
した細胞実験、動物実験を行い、化学・高分
子化学に立脚した臨床研究基盤科学技術を
構築する。 

 

３．研究の方法 

臨床研究の基盤となる材料を創出するた
めに、弱い高分子間相互作用を示すポリマー
を用いた LbL 法や交互浸漬法、ヒドロキシア
パタイト法を基盤技術として、ナノ構造体を
創製したり、インクジェットプリンタを活用
したりすることで、機能性バイオマテリアル
や三次元細胞組織を構築する。 

 

４．研究成果 

（１）LbL 法によるナノ薄膜の作製とインク
ジェット LbL 法の創案： Van der Waals

力を用いた LbL 法ナノ薄膜の基礎研究を充
実させた。例えば、立体規則性を持つポリメ
タクリル酸メチル（PMMA）とポリメタクリ
ル酸（PMAA）のステレオコンプレックス化
を利用した鋳型重合において、基板の存在が
重要であることを示した。インクジェットプ
リンタの 2 つのノズル（ヘッド）から LbL

の要素となる高分子化合物を吐出すること
によってナノ薄膜が形成されることを見出
した。このインクジェット LbL 法では、弱い
高分子間相互作用を駆使して立体規則性
PMMA や光学活性を有するポリ乳酸（PLA）
のステレオコンプレックス構造体形成に成
功した（図 2）。この手法により LbL を自動
化することが出来ることが明らかになった。 

（２）LbL 法による新しい DDS 等への展開:  
次に、バイオメディカル分野への応用を図り、
薬物担持材料に応用できることを明らかに
した。インクジェット法で PLA ステレオコ
ンプレックスが生成するが、3 つ目のヘッド
から薬物を吐出し、PLA 医薬品複合体が得ら
れる。これらは当研究を実用化する上で格段
に発展をもたらす可能性があり、JST の支援
を受けて、PCT 出願へ至った。 

また生体材料への応用を目指して、生分解
性高分子である PLA ステレオコンプレック
スの耐熱化や、生体温度付近で感熱応答する
ポリマーを分子設計した。ステント材料につ
いては、表面偏析材料を構築し、表面特性制
御を実現した。また、水素結合を利用してポ
リエチレングリコール（PEG）とポリ（N-

ビニルアセトアミド）ゲルの力学的強度が向
上することを示し、この組み合わせが、高分
子間相互作用の発現に有効であることを示
した。 

ここで生み出した材料の DDS への応用を
目指して、インクジェットLbL法によりPLA

ステレオコンプレックスを調製し、得られた
ステレオコンプレックス会合体への薬物コ
ンジュゲーションを行った。インクジェット
LbL 法を用いることで、PLA ステレオコンプ
レックス会合体に薬物を高効率に担持する
ことが可能であり、PLA の結晶構造を制御す
ることで、内包薬物の放出挙動をコントロー
ルすることに成功した。 

 

（３）LbL 法を基盤とするナノカプセル： 
一方、研究代表者らが近年見出した、ポリ
D-乳酸（PDLA）とポリ L-乳酸（PLLA）の
ステレオコンプレックス薄膜からなるナノ
カプセルの一次元融合によるナノチューブ
形成挙動（J. Am. Chem. Soc., 132, 8236

（2010））について、その融合に関わる因子
を明らかにするために、ポリビニルアルコー
ル（PVA）積層膜からなる新規ナノカプセル
を調製し、それらの融合によるナノチューブ
形成について検討した。その結果、カプセル
膜を構成する PVA の分子量の低下や PVA 水
酸基のアセチル化、あるいは、カプセル水分
散液乾燥時の温度上昇によりナノカプセル

図 1．交互積層法（LbL 法）の操作と解析. 

図 2．インクジェット LbL 法により構築された
PMMA ステレオコンプレックス. 



間の融合が促進されることがわかった。これ
より、カプセル膜内の PVA 分子の運動性の
向上がナノカプセル間の融合に大きな影響
を与えることが明らかとなった。また、カプ
セル膜の厚さを約 2 倍に増加させたところ、
ナノカプセル間の融合によるナノチューブ
形成が大きく促進されることも明らかとな
り、カプセル膜最外層のポリマーの運動性が
融合挙動に密接に関与していることが示さ
れた。これらの知見は、研究代表者らが見出
した「ナノカプセルの一次元融合を利用して
ナノチューブを作製する」という新規概念を、
PLA ナノカプセルにとどまらず、その他の多
岐にわたるポリマーカプセルにも適用でき
ることを示唆しており、学術的にも工業的に
も重要な意味をもつと考えている。 

 

（４）LbL 法を用いる三次元生体組織構築：   

臨床研究基盤科学技術を構築するために、
弱い相互作用を利用した LbL 技術を組織工
学分野へも応用展開した。生体中の組織では、
細胞外マトリックス（ECM）と呼ばれるタン
パク質等が足場となって細胞同士が相互作
用することで秩序だった構造体を形成して
いる。これまでにフィブロネクチンとゼラチ
ンの弱いたんぱく質間相互作用を利用して、
細胞表面上にナノレベルの LbL 薄膜を構築
することで細胞間接着させる三次元細胞積
層化を報告してきたが、この技術をさらに発
展させることで生体類似の三次元組織体を
短期間で構築可能な新規手法の開発に成功
した。ECM からなる LbL 薄膜でコートした
細胞を培養基材に播種することで、1 日で数
十層からなる三次元組織体の構築を達成し
た（細胞集積法）。また、この組織構築時に
血管内皮細胞を播種することで、毛細血管様
構造を有する三次元組織体の構築に成功し
た（図 3a）。さらに、細胞へのダメージが従
来の方法より少なく、高い生存率かつ収率で
細胞の回収が可能な新規 LbL 薄膜のコーテ
ィング方法を編み出した。典型的な例を示す
と、これらの技術を駆使し毛細血管様構造を
含む iPS由来心筋細胞から成る心筋組織の構
築を達成した（図 3b）。臨床研究への展開を
考えて、ヒト iPS 細胞から分化誘導した心筋
細胞を用いて毛細血管様ネットワークを有
する三次元心筋組織体の構築と薬剤評価へ
の応用について研究を進めてきたが、ヒト
iPS 細胞由来心筋細胞（iPSC-CM）、正常ヒ
ト心臓線維芽細胞（NHCF）および正常ヒト
心臓微小血管内皮細胞（NHCMEC）の 3 種
類の細胞を用いて、iPSC-CM と NHCF を
FN/G でコーティングし、NHCMEC と共培
養することで、毛細血管網様構造を含む三次
元心筋組織が構築できた。iPSC-CM のみで
はなく、NHCF および NHCMEC を任意の
割合で共培養することで、組織体の安定性、
拍動同調性の向上が認められた。得られた三
次元心筋組織体にモデル薬剤として抗がん
剤であるドキソルビシンを添加して、心筋組

織の拍動数の変化を評価した。結果、単層培
養（2D）では濃度依存的に拍動数が減少した
のに対して、三次元組織体ではある濃度域の
範囲で薬剤耐性を示すことが明らかとなっ
た。 

本手法では播種時の細胞数や細胞の混合
比を制御できるが、心筋細胞と心筋線維芽細
胞、血管内皮細胞の割合を変えることで血管
構造のでき方や拍動挙動（同調性など）が変
わることが明らかとなった（図 3c）。また、
構築した心筋組織が薬剤応答を示すことを
見出した。以上、LbL 法三次元生体組織の典
型的な例として心筋組織モデルを示したが、
この他、皮膚組織モデル、肝臓モデル、血管
およびリンパ管含有モデル、血管壁モデル、
癌細胞含有組織モデル等を生み出した。生医
学研究者との共同研究が展開していること
を示しておきたい。 

また、今後の展開のためには、安全性の担
保と自動化が不可欠である。インクジェット
LbL 法をここでも展開し、インクジェットプ
リントシステムを細胞工学に持ち込み、高速
で多量の細胞組織チップを作製可能である
ことを示した。LbL 技術を応用して構築した
三次元生体組織モデルは、薬剤スクリーニン
グなどの創薬分野と再生医療分野への応用
が期待される。動物代替のシステム構築とヒ
ト細胞を用いた生体組織モデルの構築は極
めて重要である。 

 

（５）自己組織化ナノ粒子： 次に、分子設
計された高分子鎖の自己組織化で形成した
ナノ粒子が、薬剤送達キャリアとして有用で
あることを明らかにした。ポリ（γ-グルタミ
ン酸）（γ-PGA）の側鎖に PLA をグラフト

: ポリ（L-乳酸）（PLLA）: ポリ（g-グルタミン酸）（g-PGA）

: ポリ（D-乳酸）（PDLA）

g-PGA-PLLA

g-PGA-PDLA

ポリ乳酸（ホモ）ステレオ
コンプレックス（PLA SC）

PLLAとPDLA間のファンデールワールス力
によるステレオコンプレックス（SC）形成

コアがPLA SCからなるナノ粒子

PDLAとペプチドのhetero-SC形成を利用したナノ粒子調製

L-ペプチド

図 4．側鎖に導入した PLA 間のステレオコンプ
レックス形成による自己組織化ナノ粒子の調製. 

図 3．（a）細胞表面への ECM 薄膜の LbL コーテ
ィングによる毛細血管様構造を含んだ三次元組
織体の構築.（b）毛細血管様構造を含む iPS 由来
心筋組織の構築.（c）心筋線維芽細胞（NHCF）
の含有率の違いによる拍動挙動変化. 
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することで、PLLA と PDLA のステレオコン
プレックス形成を駆動力とする自己組織化
でナノ粒子を調製することができた（図 4）。
このナノ粒子は、ワクチンの抗原を担持でき、
細胞性免疫を優位的に誘導することが可能
であった。また、γ-PGA の側鎖に導入する
疎水基の導入率（疎水化度）や疎水基の種類
を精密に制御することで、異なる疎水性を有
するナノ粒子の調製を実現した。得られたナ
ノ粒子はその疎水化度や疎水基の種類で免
疫細胞との相互作用や、免疫誘導効果が変わ
ることが明らかとなった。これらの知見より、
ナノ粒子の性状で細胞との相互作用や免疫
誘導を制御できることが期待される。一方、
疎水化γ-PGA にボロン酸を修飾することで、
siRNA を担持可能なキャリアを調製するこ
とができた。さらに、疎水化γ-PGA の疎水
性会合を精密に制御することで、1 本の高分
子鎖からなるユニマーナノ粒子を調製し、得
られたユニマーナノ粒子にシステインを導
入することで、細胞内還元環境に応答して薬
剤を徐放可能な抗がん剤キャリアとしての
有用性を解明した。以上より、高分子鎖の分
子設計で自己組織化や薬剤の担持/徐放能、さ
らには細胞との相互作用を制御できること
が明らかとなり、ナノ粒子を用いた薬剤開発
の発展が期待される。 

がんペプチドワクチン療法が注目されて
いるが、効率的ながん免疫誘導のためには抗
原ペプチドを抗原提示細胞の細胞質に送達
することが重要であり、高効率なデリバリー
システムの開発が求められている。従来、デ
リバリーキャリアとして主に球状ナノ粒子
が用いられてきたが近年、キャリア形態は、
細胞による取り込みおよび細胞内での局在
に影響を与える重要な因子であることが明
らかとされ、異方性形態を持つナノ構造体の
DDS キャリアとしての機能に関心が高まっ
ている。このような背景のもと、①高いアス
ペクト比、②設計の自在性および③生体適合
性を有する点に着目し、β-シートペプチドの
自己組織化により形成するペプチドナノフ
ァイバーを異方性キャリアとして選択した。
該当研究機関において、抗原ペプチドをナノ
ファイバーに担持することで、フリーの抗原
ペプチドと比較して効率よく細胞内へと送
達できることを明らかにした。また、線維長
の異なるナノファイバーを作製し、線維長が
細胞取り込みに与える影響を評価した。その
結果、線維長の長いナノファイバーはエンド
サイトーシス機構で取り込まれるのに対し
て、短いナノファイバーは細胞膜を直接透過
して細胞内へと取り込まれることを明らか
にした。細胞膜を直接透過する性質をもつナ
ノマテリアルはこれまでにほとんど報告さ
れておらず、DDS キャリアの開発において大
変重要な知見であると考えられる。 

 

交互浸漬法アパタイトの臨床研究： 塩化
カルシウム水溶液とリン酸水素ナトリウム

水溶液にヒドロゲルを交互に浸漬するとヒ
ドロキシアパタイトがゲル内部に生成する
ことを見出している。この交互浸漬法により
調製したアパタイト／アガロースゲルハイ
ブリッド材料を用いて、歯科医師主導の臨床
研究を行った。その結果、歯槽部のボリュー
ムも良く保持されることが明らかとなった。
次にインプラント植立時に組織採取を行い、
光学顕微鏡レベルでの骨化の検索を行った
ところ、ゲル自体に骨ができていることがわ
かり、この材料自体が骨化の足場となり、骨
に徐々に置換されている事が示唆された。そ
こで光顕材料から戻し電顕資料を作成し、透
過型電子顕微鏡による観察を行った。アパタ
イト／アガロースゲル上にコラーゲン繊維
が認められる知見が得られた。つまり、アパ
タイト／アガロース上でコラーゲン繊維が
でき、その繊維上に石灰化物ができるという、
本来の骨化と同様な骨形成過程が起こって
いる事が示唆された。30 例を超える医師主導
の臨床研究から、交互浸漬法アパタイトの有
用性が明らかにされ、本格的な臨床応用が期
待される。 

以上、研究成果から特に LbL 法を応用展開
したものを中心にまとめた。基本となる考え
を、再度、述べる。高分子の重要な性質のひ
とつに「弱い相互作用の発現」がある。合成、
天然の如何を問わず、高分子間の水素結合、
静電的、そして疎水性相互作用は、高分子の
形状、形態や強度発現に極めて重要である。
低分子系では機能分子創製に組み込むこと
が難しい弱い相互作用が高分子系では強く
増幅されて発現し、自己組織化を通して多く
の高分子材料に活用されている。本科研費研
究において、弱い相互作用を高分子設計・創
製に積極的に活用し、高分子合成の反応場設
計や、多くの機能材料を創製した。研究期間
内に当該研究室から世界に先駆けて報告し
てきた交互積層法（LbL 法）を用いて、すな
わち弱い高分子間相互作用を積極的に利用
して得られる様々な形態の LbL高分子材料を
創出し、まず基礎研究を充実させ、さらにバ
イオマテリアル分野へ展開した。最終的に、
化学及び高分子化学の基礎研究の深化が生
医学領域の新しい分野を生み出し、ワクチン、
インプラント、再生医療などの医療分野へ展
開できることを示した。 
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