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研究成果の概要（和文）：　　細胞膜の表面には細胞外基質(ECM)と呼ばれる物質に覆われており，細胞膜表面の局所
環境を制御し，細胞膜の機能性発現に大きな影響を及ぼすとされているが，その構造と機能性との関係について不明な
点がまだ多くある．本研究は，ECMの機能性発現を界面分子構造の観点から理解するために，シクロデキストリンを含
むポリロタキサン超分子や高分子電解質，カチオン性表面活性剤分子など，ECMの機能性をもつとされる生体適合性材
料の界面分子構造について，和周波発生振動分光法や原子間力顕微鏡などの表面科学的手法により，分子レベルで解析
し，その機能性発現の機構理解と制御を試みた．

研究成果の概要（英文）：The surface of cell membrane is typically covered by the extracellular matrix (ECM
), which controls the local environment of the cell membrane surface and strongly affects functionality of
 the cell membrane. However, a number of issues related to the relationship of the structure and functiona
lity of ECM are still unclear. In the present study, to understand the functionality of the ECM, the inter
facial molecule structures of a series of biocompatible materials which could be employed as ECM, such as 
polyrotaxane supramolecules with cyclodextrin hosts, polymer electrolyte and cationic surfactant molecules
, have been characterized by the sum frequency generation (SFG) vibrational spectroscopy and atomic force 
microscope (AFM) at a molecular level. The information obtained is useful to understand the functionality 
of ECM by controlling their interfacial structures.
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１． 研究開始当初の背景 
生命現象の基幹に関する細胞の能動物質

輸送や物質代謝，情報伝達などの機能性発現
過程において，細胞膜が重要な役割を果して
おり，細胞膜の界面構造及び機能性との関係
を分子レベルで解明することは，細胞生物学
や生物物理学において極めて重要な研究課
題の一つである．一方，細胞膜表面はナノメ
ートルオーダーの細胞外基質(Extracellular 
Matrix, ECM)に覆われており，細胞膜表面
の局所環境を制御していると知られている．
例えば，代表的な ECM の成分として，コラ
ーゲン，フィブロネクチン，マトリゲル，セ
ルロースなどがある．ECM は細胞接着の足
場として細胞増殖や機能発現にも有効とさ
れているが，細胞膜との相互作用について分
子レベルで未だに理解されていない． 
 
２．研究の目的 
本研究では，細胞培養に近い環境下での細

胞膜表面の構造計測を実現するために，ECM
の界面構造を高感度に調べ，細胞膜の機能性
発現との関連性の解明を目指す．研究には物
質の界面や表面における分子構造を高感度
に測定できる和周波発生（SFG）振動分光法
や原子間力顕微鏡(AFM)を活用し，ECM の
機能性をもつとされる種々の生体適合性超
分子材料の界面構造について分子レベルで
解析し，その機能性発現の機構理解と制御を
試みた．  
 
３．研究の方法 

これまでの細胞膜の構造研究では，主に色
素で標識された脂質またはタンパク質分子
を用い，間接的に調べられてきた．色素フリ
ーの新しい手法で細胞膜の分子構造の直接
観察が期待される．一方，二光子からその和
の周波数のとなる一光子への変換過程であ
るの和周波発生(SFG)は，反転対称性を持つ
媒質のバルクには発生せず，巨視的に反転対
称性が失われる表面・界面にのみ発生する
(図 1)．これらの性質を利用し，励起光源の
一つを赤外領域に置くことにより，極めて高
選択かつ高感度の界面振動分光法として活
用できる．その特徴を活かし，従来の分光法
は測定が困難とされる細胞膜や ECM物質の界
面における分子構造について，選択的に測定
できると期待している．また，表面形状につ
いて高感度にプローブできる原子間力顕微
鏡（AFM）との活用について，これらのバイ
オインターフェールを総合的に計測できる
ものと考える． 

４．研究成果 
本研究において，優れた生体適合性の観点

から，数種類の生体超分子材料について詳細
に検討した． 

(1) ポリロタキサン超分子材料：α−シクロ
デキストリン(α−CD)の環状ゲスト分子と直
鎖のポリエチレングリコール(PEG)のホスト
分子からなるポリロタキサン超分子（図 2）
は，種々の特異的なユニークな性質を示して
いる．由井らは，ポリロタキサン超分子の PEG
主鎖に様々な側鎖をつけたりし，α−CD 環に新
しい置換基を導入したりすることで，その生
体適合性の変化を調べてきた．特にα−CD 環に
メトキシ基を導入することで，血小板の付着
状態の著しい改善を見出したが，原因が必ず

しも解明していない． 
 
血小板分子の特異的な適合性について，超

分子の表面分子配列構造と強く関連してい
るものと考え，メトキシ基と OH 基に終端さ
れたポリロタキサン超分子誘導体である OME 
分子と PRX分子の他に，ゲスト部位と側鎖部
位に相当する PEG分子と PMB分子についても
その界面構造を詳細に調べた．SFG 分光法に
より C-O 伸縮領域に観察した結果，空気中で
は，これらの超分子材料の表面は，側鎖部位
にあるカルボニル基と膜表面に残留された
水分子との水素結合がはっきり観測された
ものの，界面構造の大きな相違が得られなか
った（図 3ａ）．OME はより強固な水素結合が
観測された．一方，水溶液中においては，バ
ルク構造は殆ど変化せず一定であるが，膜表
面の分子構造は大きな変化が見られた（図
3b）．メトキシ基で終端化された OME 分子の
み，膜表面にあるカルボニル基の水素結合が
観測され，ほかの超分子ではカルボニルによ
るピークが完全に消えていた．C-H 伸縮領域
に測定した結果と合わせて解析した結果，水
中に浸漬される場合，超分子の薄膜表面にあ

図2．ホストとゲストからなるポリロタキサン超分子．

図3．(a)空気および(b)水中における各ポリロタキサン超分子のSFGスペクトル

(a) (ｂ)



るポリロタキサンの PEG 主鎖が再構成され，
メトキシ基が疎水側鎖と作用し，OME 超分子
表面において，集合体が形成されたことが示
唆された．これに伴い，OME 超分子薄膜の表
面形状も大きく変化したことが，AFM 測定か
ら分かった．これらの構造変化は他の超分子
表面に全く観測されていなかったことから，
OME表面の特異的な性質と考える． 

さらに，血小板付着に重要な役割を果たす
とされる ECMの原因タンパク質分子の一つで
あるフィブリノーゲンの吸着挙動について
ついても調べた．メトキシ基で終端化された
ポリロタキサン超分子の OME薄膜表面におい
て，他の超分子とは異なる吸着構造が観測さ
れていた．このようなタンパク質の吸着配向
では，血小板との相互作用において活性部位
がブロックされているので，血小板の付着が
阻害される可能性があると推論した． 

 (2)高分子電解質(PE)超薄膜材料：本研究
は細胞接着などにも用いられる高分子電解
質(PE)膜の界面構造についても調べた．
layer-by-layer (LbL) 法でカチオン性の高
分子 PDDA とアニオン性の高分子 PSS を多層
膜として固体基板上に一層ずつ累積した上，
その界面構造の変化について分子レベルで
SFG分光法により追跡した．PE溶液の支持塩
濃度が十分に高い場合，作成直後の多層膜に
観測された SFG スペクトルは，最後に累積さ
れた PE 分子のものと類似していることから
(図 4)，多層膜の表面にその PE 分子によって
終端化されたことが推論できた．LbL 法で期
待されるように，PE 多層膜は確かに一層ずつ
成長し，その表面に秩序な構造が持つことも
分かった．この表面膜の構造秩序や界面の電
荷量は PE 溶液の支持塩の濃度によっても影
響されることを見出した． 

一方，室温において多層膜の放置時間と
ともに，膜の SFGスペクトルが徐々に変化し，
最終的に PDDA と PSS の単純混合物の SFG ス
ペクトルと類似するように変化した(図 5)．
このことから，LbL法で作成した PE多層膜は
安定な構造ではなく，常に変化していること
が分かった．すなわち，一層ずつ累積した PE
多層膜決して最終的に安定なものではなく，
PE は膜内に常に動いて拡散しており，最終的
に平衡構造に近い混合膜に変化したことが
初めて観測できた．この拡散過程の速度は膜
作成際の PE 溶液の支持塩濃度に依存するも
分かった．このような経時変化は長期間にわ

たり ECM として用いられる場合，影響を及ぼ
すことが深刻であり，注意深く考慮する必要
があると判断した．このように作製された PE
膜表面に，脂質二分子膜の膜構造，安定性お
よび界面水構造を調べた結果，著しく影響さ
れたことが分かった．適切な ECMとして利用
する場合，より詳しく検討する必要があるが
示唆されている． 

 
 

(3)生体分解性カチオン表面活性剤：細胞
膜の骨格分子の一つであるリン脂質分子と
類似性から，カチオン性の表面活性剤分子が
生体適応性の分子材料としての利用が期待
される．我々はさらに種々の四級アンモニウ
ム表面活性剤分子の単分子膜の界面構造に
ついても検討した． 
その結果，四級アンモニウム表面活性剤の

単分子膜の構造は分子末端のアンモニウム
の正電荷の反発力によって強く影響されて
いることが分かった．単分子膜の作製におい
て，サーブフェースにハロゲンイオンの導入
により，膜構造の改善がはっきり見られた．
アニオンの存在により，膜末端にあるアンモ
ニア官能基間の反発力が抑えられ，より密度
と秩序の高い単分子膜が構築できた． 

一方，疎水アルキル鎖にアミド基やエステ
ル基などの官能基が存在する場合，単分子膜
のパッキング状態がさらに改善されている．
アミド基官能基が含まれる場合，単分子膜内
に水素結合の相互作用が見られることから，
膜の構造改善に寄与したと考える．特にエス
テル基を含む四級アンモニウム表面活性剤
分子の単分子膜は最も密にパッキングされ
ていることから，エステル結合の柔軟性が重
要な役割を果たすものと考えている． 
さらに長鎖アルコール分子との混合効果

について SFG分光法と AFM測定により検討し
た．両分子の混合により，膜内に相分離現象
が観測されたものの，四級アンモニウム表面
活性剤分子の配向とパッキング状態が大き
く改善されていることが観測されている． 

これらの一連の研究により，ECM のモデ
ル物質となる生体適合性超分子材料の界面
構造について初めて検討でき，その機能性発
現機構の理解や材料設計の指針に道を開く
ものと考えている． 
 

図4．(a)PDDA-および(b)PSS-端化されたPE多層膜のSFGスペクトル
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