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1章 緒言 

1-1 生命活動における分子認識 

 生命活動において、分子認識は生物学的プロセスの基本にして必須の相互作用である。呼吸、代謝、タン

パク質産生、免疫などの生体の自己恒常性維持に不可欠な生体活動の根幹には、ATP-酵素、レセプタ-リガン

ド、DNA-タンパク質、RNA-リボソーム、抗原-抗体、糖-レクチンなどの様々な分子認識機構が存在する(Fig.1-

1)。生体分子認識を我々に利するように制御する物質は薬剤として開発され、今日では様々な場面で活用さ

れている。例えば、抗がん剤として知られているニボルマブは活性化T細胞の表面に発現しているProgrammed 

Death-1(PD-1)に対するモノクローナル抗体である。癌細胞は PD-1 に対するリガンドを呈示することで活性

化 T 細胞を抑制し、免疫による攻撃を回避している。ここにニボルマブを投与することで癌細胞の免疫回避

システムは無効化され、結果として抗腫瘍効果が発現する事が知られている 1, 2。その他にも、抗生物質、抗

アレルギー製剤、ホルモン製剤、免疫抑制剤など様々な薬剤が開発・利用されており、その全てが何らかの

形で生体分子認識を制御している。 

 

1-2 高分子材料による薬剤の高機能化 

 近年では、薬剤と高分子材料を複合することで薬理活性の高機能化が達成されている。この概念によって

作製される高分子-薬剤や高分子-リポソーム複合体はポリマーナノメディシンと呼ばれ、分子量の向上によ

Fig. 1-1 細胞膜上における様々な分子認識機構 
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る血中滞留性の向上や Enhanced Permeability and Retention (EPR)効果による腫瘍組織へ対する指向性の獲得が

達成されている。 

 片岡らの研究グループによって報告されている高分子ミセルによる抗がん剤の効率的な腫瘍部位への送達

は、高分子と薬剤を組み合わせることによって高機能化が達成された顕著な例である 3-5。高分子ミセルとは

親水性のセグメントと疎水性のセグメントからなるブロック共重合体が水中で疎水セグメントが自己組織的

に集合することで形成するナノサイズの構造体である。このナノサイズの集合体は疎水性のコアの周囲を親

水性のセグメントが覆うような構造(コア-コロナ構造)を有しており、それゆえに高い血中安定性を有してい

る。片岡らは疎水性の抗がん剤であるアドリアマイシンを内包したナノミセルをもちいて、革新的な in vivo

抗がん活性の向上を達成し、同時に EPR 効果によるがん組織への選択的集積や、in vivo における効果的な抗

腫瘍治療の実現を成し遂げている。 

Fig. 1-2 高分子材料による疎水性薬剤の封入による高機能化例 6 

 

 しかしながら、新規の高分子材料を体内で使用するため、承認審査のプロセスにおいて臨床応用まで時間

を要しているという現状も無視できない。この問題に対して Luigi Cattel らの研究グループは抗がん剤であ

るパクリタキセルとヒト血清アルブミンを複合させた Abraxane®と呼ばれる抗癌薬剤が疎水性の抗がん剤を

高分子と複合することで優れた治療効果を達成し、かつスムーズな臨床応用を達成した 7。アルブミンは優

Fig. 1-3 生体由来タンパク質との複合による疎水性薬剤の高機能化例 

(黄部: アルブミン親水部. 紫部: アルブミン疎水部)8, 9  
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れた水溶性や広い動物種に渡る分布、腫瘍組織に選択的に濃縮されるという特徴を有しており、抗がん剤の

運び手として優れた性質を有するタンパク質である。実際に今日では肺がんや膵臓がんの治療に使用されて

おり、年商 90億円を超えるほど広く活用されている。 

 

1-3 生体内で高分子を利用する際の分子設計 

 高分子を生体内で活用するという視点からも、生体分子との相互作用について考慮することは重要である。

体内で使用する材料は一般にバイオマテリアルと呼ばれるが、この研究分野の最初期では生体適合性を考慮

せずに材料が選択されてきたため、生体に対しての病原性や毒性が報告されていた。この問題については免

疫に関する分子生物学的観点からの理解が深まるとともに、生体内での生体分子・細胞との相互作用を最小

限に留めるという材料設計が主流として研究されるようになり、材料表面の物理化学的性質(親水性・表面電

荷・散漫構造・相分離等)を制御することにより優れた免疫回避型バイオマテリアルが開発されてきた 10。  

 例えばポリエチレングリコール(PEG)は今日最も有名な非イオン性の免疫回避バイオマテリアルである。

PEG は工業的に製造可能なポリエーテル化合物であり、界面活性剤、潤滑剤、医薬品、化粧品に広く使用さ

れている 11。PEGは、水分子と PEG骨格中の酸素原子との間に水素結合を容易に形成するため、水に対して

優れた親和性を示すことが知られている。このような PEG の水への優れた親和性は血液適合性材料の分野で

注目をあつめるようになり、1980年代初頭から盛んに研究されるようになった 12。PEG によって修飾される

表面は、PEG の片末端のみを対象表面に固定化することによって、反対側の鎖末端が自由に動くことができ

るよう設計されてきた。この親水性高分子鎖は、生体分子に対して非汚染性を付与することが知られている。

例えば、ポリスチレン表面への PEGブラシ修飾がタンパク質吸着を効果的に減少させることが知られている

13。加えてより最近では、異なる分子量の PEG(6kDa：2.5kDa = 9：1w/w)によって表面をコーティングするこ

とで、タンパク質の非特異的吸着をより強力に抑制することが示されている 14。Fig. 1-6 に示すように、この

優れたタンパク質汚染耐性は、高密度の PEGグラフト鎖による生体分子の接触の抑制に由来する事も報告さ

れている。加えて、生体適合性については水との親和性のみが重要であるというこれまでの見地から、この

発見は非付着表面を議論する際には界面エネルギーや排除体積効果(散漫構造)の重要性を示す発見となって

いる。 

Fig. 1-6 ポリエチレングリコール(PEG)修飾によるタンパク質非特異吸着の抑制 14 
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この発見は非付着表面を議論する際には界面エネルギーや排除体積効果(散漫構造)の重要性を示す発見とな

っている。 

 

 PEGは非イオン性のバイオマテリアルであるが、イオン性の免疫回避バイオマテリアルも開発されている。

イオン性の免疫回避バイオマテリアルは、「カチオン性」、「アニオン性」および「双性」の 3種に分類できる

(Fig. 1-7)。一般に、双性物質は、陰イオンおよび陽イオン物質よりも優れた免疫回避能力を有する事が知られ

ている。その他にも、アニオン性モノマーであるメタクリル酸とカチオン性モノマーであるジメチルアミノ

プロピルメタクリルアミドの共重合体において、1:1となるように共重合を行った物が最も優れた生体適合性

を示すことが報告されている 15。非イオン性モノマーの共重合体を除く他のタイプの生体適合性材料として、

双性イオン性モノマーの一般的なポリマーとしてはモノマー単位で双生イオンを有する、Sulfobetaine 

Methacrylate (SBMA)16、2-Methacryloyloxyethyl phosphorylcholine (MPC)17ン、またCarboxybetaine Methacrylate 

(CBMA)18 がよく知られている。 

 バイオマテリアルの開発という観点では、生体分子を模倣するという材料設計戦略も効果的である。代表

的な例として、石原らによって開発された細胞膜の主要構成性成分であるホスファチジルコリンの頭部基で

あるホスホリルコリン基を側鎖に有する poly(2-Methacryloyloxyethyl Phosphorylcholine) (poly(MPC))が知られ

ている 17。MPCの優れた点はその生体適合性だけでなく機械的安定性や汎用性の高さも優れており、人工関

節(アクアラ®、京セラメディカル)、心血管ステント(エンデバー®：Medtronic)、左室補助装置(EVAHEART®、

Sun Medical)酸素供給器(PrimO2x®：Sorin)、およびソフトコンタクトレンズ(Proclear®：Cooper Vision)など、

多岐にわたる商品展開が行われている。一般的に、優れた特性を示すバイオマテリアルを商品化するために

は大量かつ安定な材料供給が必要であり、そのためには科学・材料メーカーとの協力が不可欠である。加え

て、医療機器メーカーによってその材料を用いたデバイスが製造され、最終的にはその安全性と機能性が評

価され、臨床使用が認可される必要がある。このプロセスの突破は非常に難しいが、MPCはこれらの障壁を

突破し、幅広く活用されている免疫回避バイオマテリアルのロールモデルとして知られている。 

 

Fig. 1-7 イオン性生体適合高分子材料の例 
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1-4 高分子材料による治療法の開発 

 先述のような免疫回避バイオマテリアルの次なる戦略として、材料自身が生理活性を有し、高分子材料の

みによって治療効果を誘導するという概念が近年報告されるようになってきた。従来の免疫回避型バイオマ

テリアルは材料表面の物理化学的性質(親水性、表面電荷、散漫構造、相分離構造など)を制御することで優れ

た生体適合性を達成してきたが、次世代のバイオマテリアルは、免疫機能を操作することで治療効果を得る

という戦略が取られている。19-21 具体的には、免疫を活性化することで治療効果を得ようとする戦略(免疫活

性型バイオマテリアル)と、免疫寛容を誘導する事で治療効果を得ようとする戦略(免疫寛容バイオマテリア

ル)の二種が提唱されている(Fig, 1-4)。この免疫活性・寛容バイオマテリアルは高分子材料が積極的に細胞を

はじめとした生理分子と積極的に相互作用し、かつ目的とする生理分子を意図するように制御する必要があ

るため、従来の物理化学適性質だけではなく、生化学的な性質を制御する必要がある。 

Fig. 1-4 免疫回避材料から免疫活性・抑制材料へ 

  

 例えば、長崎らの研究グループは生体親和性を有するポリエチレングリコール鎖の側鎖・末端にラジカル

スカベンジャーである 2,2,6,6-テトラメチルピペリジン 1-オキシル(TEMPO)を担持させた活性酸素(ROS)除去

能を有する高分子材料を開発している 22。TEMPOは一般に安定な有機フリーラジカルであり、元は有機合成

における酸化反応の触媒として利用された歴史を持ち、ラジカル生成反応を検出するためのラジカルスカベ

ンジャーとして利用されてきた。このような背景から長崎らは、炎症領域での ROS 除去にこの TEMPO のラ

ジカルスカベンジャー能力に着目した 23。炎症部位では通常、大量の ROSが産生されることが知られており、

この酸化的ストレス環境が動脈硬化などの様々な疾患が引き起こされるため、スカベンジャーによる ROS の

除去は極めて効果的である。しかし一方で活性酸素はミトコンドリアにおける細胞内好気性呼吸に必須な分

子でもあるため、不要な ROS のみを選択的に除去する必要があった。つまり、TEMPO などの低分子量のプ

ローブは濃度勾配によってミトコンドリア内に拡散し得、好気呼吸を阻害するという問題点があった。ここ

で長崎らは TEMPO 分子を PEG ポリマー鎖につなぎ止めることによって TEMPOが細胞膜を透過するのを防

ぎ、細胞外環境中の不要な ROS を選択的に除去することに成功した 24。このレドックス活性を有する高分子

材料は、医薬品、医療機器、化粧品、高級品、および健康食品を含む多くの分野で有用であることが追って

報告されている。一例として、TEMPO 担持 PEG を経口投与によるアルツハイマー病をモデル化するマウス

の認知機能の改善や、手術後の術部位における非特異的な組織再接着を予防するといった優れた機能が報告
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されている 24, 25。 

Fig. 1-5 ラジカルスカベンジャーと高分子材料との複合による高機能化例 24 

 

 このように、単体では薬剤として用いることが困難であったものの高機能化・生体適合性の上昇が達成さ

れる一方で、Kopeček らは細胞膜上のレセプターを高分子材料によって操作することによって、細胞自身の

機能発現を制御することに成功している。Kopečekらは poly-N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide) (poly(HPMA))、

Anti-CD20 抗体、Coiled-Coil peptide E(CCE)/Coiled-Coil peptide K(CCK)ペプチド二量体を用いることで B 細胞

に発現している CD20 を多量化することで癌細胞にアポトーシスを誘導することに成功した 26, 27。具体的な

設計概念は Fig1-6 にあるように、オリゴペプチド 1に結合した抗 CD20 Fab '抗体断片が CD20 + B 細胞の表

面に発現している CD20 に付加し、これとオリゴペプチド 1 に相補的なオリゴペプチド 2 を複数担持した

poly(HPMA)が、コンジュゲートを形成することで、CD20 の多量化が誘導される。CD20 はデスレセプターリ

ガンドとして知られており、これが多量化することでその細胞のアポトーシスが誘導される。つまり Kopeček

らは高分子のみを用いて腫瘍細胞のアポトーシスを誘導することに成功している。このアプローチは薬物を 

Fig. 1-6 細胞膜上のレセプターを操作しうる高分子材料の設計 28 
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使用せず、免疫に依存しない新しいナノメディシンのアプローチ法であり、それ単体でも従来の治療法であ

る化学療法や免疫療法よりも大きな利点を有するだけでなく、既存の治療法と組み合わせて使用することで

さらなる相乗効果が期待できる。これに加え Kopečekらは B細胞だけでなくリンパ腫やリンパ性白血病細胞

に対しても同様の技術を応用することで癌細胞へのアポトーシス誘導を成功している 29, 30。 

  

1-5 本論文の主題と構成 

 本章では生体内における分子認識や、それを利用した薬剤の作用機序について紹介した。加えて、生体分

子や薬剤を制御・高機能化するための高分子材料についても紹介を行い、高分子材料が生体分子をコントロ

ールすることの可能性や有用性について紹介した。このような背景のもと、著者は自身が生体分子認識機能、

及び生理的活性を有する高分子材料の創出を本研究の主題とした。1-4 で述べたように現在では高分子材料の

みによる炎症抑制や、高分子材料を用いて細胞表面の生理分子の認識を介した細胞機能の制御が達成されて

いる一方で、細胞表面の生理分子の認識を介した免疫寛容の誘導は未だ報告されていない。そこで、高分子

材料によって認識・操作する対象の生理分子として、細胞膜を構成する分子であるリン脂質と、細胞の最表

面に存在している糖鎖に着目し、これらを模倣・認識可能な高分子材料の開発を行い免疫機能の制御につい

て議論を行った。 

Fig. 1-6 免疫抑制機能を有する生理分子 31 

 

 以上を踏まえ第 2 章では免疫細胞に対して生理活性を有する生体分子としてホスファチジルセリンに着目

し、ホスファチジルセリンの機能性官能基を有するメタクリル系モノマーの開発を行い、高分子の分子設計

による高機能化について述べる。第 3 章では第 4 章ではさらなる機能化を目指して非ラジカル重合系の高分

子材料に対して導入手法を開発した。第 5 章では抗菌剤として活用されており、且つ cis-diol と特異的に共有

結合を形成することで知られている Benzoxaborole基を重合性官能基化し、これの糖認識機能を評価した。 
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2章 アポトーシス細胞膜模倣モノマー及びポリマーの作製 

2-1 緒言 

2-1-1 炎症について 

 生物が生存していくためには遺伝情報に基づいた自己内部環境恒常性の維持が不可欠であり、生物はその

ための機構を数多く有している。炎症反応はその一角を担う反応であり、生体組織内における非自己物質の

処理を担う機構である。非自己的物質とはウィルスや細菌等の微生物や外傷によって埋没した外異物、ガン・

腫瘍化した自己細胞や、外的刺激によって死滅した細胞組織であり、ヒトを始めとする脊椎動物における炎

症反応は、食細胞機構(細胞性免疫)が血管系の発達によって高機能化されたものである(液性免疫)。細胞性免

疫は主に好中球、マクロファージ、樹状細胞による貪食機構や NK 細胞よって成り立っており、液性免疫は

B 細胞による抗体の生産によって支配されている。また、T 細胞は 2 つの免疫系のレギュレーターとして重

要な役割を担っている。これらの免疫細胞は抗原抗体反応やホルモン、サイトカイン等によって互いに調節

しあい、常に綿密なバランスの上に成り立っている。更に、これら免疫細胞が生産するサイトカインが、異

物を取り除いた後の傷ついた組織の修復や血管新生を誘導することが知られている。つまり、炎症反応とは、

細胞や組織が刺激・変質・損傷を受けた際に始まる再生・修復プロセスの最初期に始まる反応であり、生体

の自己恒常性の維持に不可欠な反応である。上記のように生物は自己の恒常性を維持するために炎症反応・

免疫反応を有効活用しているが、一度バランスが崩れると、様々な疾病の原因となる事が明らかとなってい

る。例えば、長期間に渡る刺激や著しい刺激によって引き起こされる慢性的な炎症が、ガンや慢性心不全、

メタボリックシンドロームを誘発することが報告されている 12, 24, 25. 

 

2-1-2 アポトーシス細胞の抗炎症活性 

 アポトーシス的細胞死とは遺伝的にプログラムされた高度な制御機構による能動的な細胞死であり、生物

個体の発生・恒常性の維持に必須の意義と役割を持った細胞死形態として知られている。アポトーシス細胞

の形態的な特徴として、細胞核の染色体凝集、DNA のヌクレオクソーム単位での断片化、細胞核の断片化、

細胞表面微絨毛の消失、細胞質の凝集、細胞膜表面の変性などが挙げられる。凝集した細胞質はアポトーシ

ス小体と呼ばれ、マクロファージを始めとする免疫細胞に貪食され細胞死を完了する。従来、アポトーシス

細胞の非炎症的な細胞死はこのようなマクロファージによる貪食作用のみによって説明されてきた。しかし

近年、アポトーシス細胞の能動的な炎症反応抑制機構が報告されている。例えば、免疫細胞とアポトーシス

細胞を共培養した際に免疫細胞による炎症性サイトカイン産生量の減少と抗炎症性サイトカイン生産量の増

加が報告されている 1。この抗炎症活性はアポトーシス細胞が持つ特有の表面構造によって起因することが明

らかとなっている。 
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Fig. 2-1 アポトーシス細胞の添加によるサイトカイン産生パターンの変化 1 

 

2-1-3 アポトーシス細胞の特異的な細胞膜構造 

 細胞膜はリン脂質を主成分とした二重層構造を有している。リン脂質は親水性の頭部と疎水性の炭化水素

鎖から構成されている両親媒性の物質であり、哺乳類の細胞膜におけるリン脂質の主要成分として、

sphingomyelin(Sph)、phosphatidylcholine(PC, PtdCho)、phosphatidylethanolamine(PE)、phosphatidylserine(PS, PtdSer)、

phosphatidylinositol(PI)がよく知られている(Fig. 2-2)19。 

 

Fig. 2-2 細胞膜を構成する主要なリン脂質 
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Verkleij らの報告によると、通常の細胞においてこれらのリン脂質は二重膜中に均等に存在しておらず、リ

ン脂質の種類によって細胞膜の内側、外側に偏在するとされており、具体的な存在比も明らかとなっている

(Fig. 2-3、Fig. 2-4) 2, 3。 

Fig. 2-3 アポトーシスの進行による細胞膜におけるリン脂質対称性の変化 

 

  

Fig. 2-4 細胞膜中におけるリン脂質分配の割合 21 

 

細胞膜がこのような非対称性を有する理由として、PtdSer や PIといった負電荷を有するリン脂質を選択的

に細胞質側へ能動輸送する膜貫通タンパク質フリッパーゼが知られている 4, 5。また、細胞質に存在するフォ

ドリンタンパクの胞骨格であるスペクトリンへの結合によって、PtdSer、PI の非対称配置が安定化されるこ

とも明らかとなってきた(Fig. 2-5) 6, 7。 

 ところがアポトーシス細胞では、このリン脂質二重膜の非対称性が崩れるということが知られている

(Fig. 2-3)。フォドリンの分解や細胞骨格の脆弱化による細胞質側での安定性の減少やフリッパーゼ活性の減

少が、非対称性消失の原因であるとされている 8。更に、スクランブラーゼというリン脂質二重膜を撹拌する

役割を持つ膜貫通タンパク質の活性化も報告されている 9。 
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Fig. 2-5 フォドリンによるホスファチジルセリンの細胞骨格への固定 19,24,25 

 

 このような機序によって細胞外部へ露出した PtdSerは eat me シグナルとして働き、トロンボスポンジン・

CD36 を筆頭とする様々な分子・機構によって免疫細胞に認識されることが報告されている 10, 11。 

2-1-4 ホスファチジルセリンによる抗炎症活性と治療応用 

 従来、アポトーシス細胞に露出するホスファチジルセリンは、eat me シグナルとして働き、マクロファー

ジに対する貪食作用を亢進する事が唯一の役割であるとされてきた。しかし、近年の分子生物学・免疫学の

発展に伴い、様々な生理活性を有することが明らかとなってきた。中でも免疫細胞に対するサイトカイン産

生パターンの調節機能による炎症抑制効果が特にユニークであり、この機能によって様々な治療効果が報告

されている。たとえば、アポトーシス細胞やホスファチジルセリンリポソームを用いた場合の 

(i) 心不全の予防効果：抗炎症性サイトカイン生産(IL-10、TGF-)による、活性酸素・NOxの生産抑

制、T 細胞の成熟・遊走の抑制、制御性 T 細胞の増加、Prostaglandin E2(PGE2)の生産促進、心筋組

織の線維化の抑制、心筋細胞の延伸抑制 12-19 

(ii) アルツハイマー病の予防効果：TGF-による、ミクログリア活性の抑制、アミロイド蓄積の抑

制、活性酸素種・NOx産生の抑制 20 21 

(iii) 骨粗鬆症の予防効果：TGF-・PGE2による、破骨細胞前駆体の細胞融合による成熟の抑制、樹

状細胞の成熟抑制 22, 23 

が報告されている。何れの疾病についても in vivo における優れた治療効果が報告されており、ホスファチジ

ルセリンによる治療の高い有効性を示している。また、本治療法は分子標的薬ではなく、ホスファチジルセ

リンをリポソームとして使用するため、治療コストが格段に低いことも利点としてあげられる。 

 

2-1-5本章における目的 

本章ではここまでで、アポトーシス細胞・ホスファチジルセリンが持つ抗炎症活性や治療への応用につい

て述べてきた。本章では、抗炎症治療の現状やアポトーシス細胞の抗炎症活性の知見を元に、アポトーシス

細胞を模倣した高分子材料を開発し、抗炎症活性を有するバイオマテリアルという新しい概念とその合成手

法、活用形態の提案を行う。本章ではまず、ホスファチジルセリンの抗炎症活性部位であるホスホリルセリ
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ン基を有するメタクリル系モノマー、およびポリマーの合成を検討した。 

 

2-2 実験 

 Hydroxyl ethyl methacrylate (HEMA) 、 Imidazole hydrochloride 、 2,2’ - azobis (4 - methoxy - 2,4 - 

dimethylvaleronitrile) (V-70)、Sodium chloride (NaCl)、Sodium sulfate (Na2SO4)、dichloromethane (super dehydrated)、

ethyl acetate, hexane、ethanol、N,N-dimethylformamide (DMF)、dimethyl sulfoxide-d6、acetonitrile for LC/MS は和

光純薬工業株式会社(大阪)より購入した。Trifluoroacetic acid、2-Methacryloyloxyethyl Phosphorylcholine (MPC)、

dichloromethane-d2 は東京化成工業株式会社(東京)より購入した。tert-butyl tetraisopropylphosphorodiamidite、tert 

- butyl hydroperoxide solution はシグマアルドリッチジャパン(東京)より購入した。N-α-(tert-butoxycarbonyl)-L-

serine tert-butyl ester は渡辺化学工業株式会社(広島)より購入した。sodium hydroxide (NaOH) 株式会社 同仁

化学研究所(熊本)より購入した。 

 

2-2-1 アポトーシス細胞模倣高分子の合成戦略 

 本章では、ホスファチジルセリンの頭部基である PS 基を側鎖に持つようなメタクリル系モノマーの設計

を行った。基本的に、高分子の機能化には二種のアプローチがあり、予め調製した高分子に対して機能性官

能基を導入する手法と、機能性官能基を有するモノマーを合成しておき、これを対象のモノマーと共重合す

るという２つの道筋が存在する。この観点から言うと、本章における PS基含有モノマーの合成は後者に位置

づけることができる。 

 PS 基含有モノマー(MPS)は DNA の固相合成に用いられるホスホロアミダイト法にて合成した。簡潔に述

べ る と 、 乾 燥 dichloromethane 中 で 、 N-α-(tert-butoxycarbonyl)-L-serine tert-butyl ester 、 tert-butyl 

tetraisopropylphosphordiamidite、及び 2-hydroxyethyl methacrylate(HEMA)を imidazole hydrochrolide 存在下で当

量反応を行い、シリカゲルカラムクロマトグラフィによって精製を行うことで透明粘調体の MPS を得た

(Scheme 1)。得られた MPS の化学構造は 1H Nuclear Magnetic Resonance (NMR), 13C NMR, 31P NMR, Mass 

Spectrometry(MS), によってそれぞれ評価を行った。結果として、全ての測定において予測値とほぼ同等の値

を得たため、MPS の有意な合成が確認できた。次に、MPS をフリーラジカル重合にて重合することで poly-

MPS の合成を試みた。熱安定試験によって MPSは 40 oC 以上の条件では比較的不安定であることが確認でき

ていたため、10 時間半減期温度が 30 oC である V-70 を重合開始剤として用いて Dimethylformamide / Ethanol

溶媒にて重合反応を行い、酸化、脱保護反応を経て poly-MPS を得た。Poly-MPS の重合、酸化、脱保護につ

いては 1H NMR, 31P NMR, Gel Permeation Chromatography(GPC)によって有意に進行していることを確認した。 

 本章では、アポトーシス細胞が有する特異的な膜構造を模倣したホスホリルセリン含有高分子を、モノマ

ーの段階から合成することに成功し、重合することでアポトーシス細胞膜模倣高分子を作製することに成功

した。 

Phosphoramidite method (ホスホロアミダイト法)とはオリゴヌクレオチドの固相合成法として開発され

Scheme 2-1 アポトーシス細胞模倣高分子合成のアウトライン 
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たキャッピング反応である。ホスホロアミダイト試薬は今日の DNA の固相合成の根幹を担う試薬であり、

反応の制御性、汎用性共に非常に優れた反応である。オリゴヌクレオチドにおける本反応は①ホスホロアミ

ダイト試薬によるオリゴヌクレオチド末端の水酸基保護、②ヌクレオチド鎖の伸長、③脱保護、という 3 つ

の反応からなっている(Scheme 2-2)。 

本反応で特に優れている点は反応制御性であり、中核を担う化合物がホスホロアミダイト試薬である。本

試薬は中心のリン原子が脱離能の異なる３つの保護器によって保護されている形を有している。ホスホロア

ミダイト試薬で最も容易に脱離する保護器としてジイソプロピルアミンが使用されている。ジイソプロピル

アミン基はイミダゾール環やテトラゾール環によって容易に脱離し、脱離後のアミダイト試薬のリン原子が

水酸基と結合し、亜リン酸エステルを形成することが知られている。 

以上より、水酸基を有するモノマーをスターティングマテリアルとすることで、モノマー由来の水酸基とセ

リン誘導体由来の水酸基の間にリン酸エステルを形成することが可能であると予想した。 

 

2-2-2 t-Bu/BOC-MPS の合成 

窒素雰囲気、氷冷条件下にて N - Boc -L- serine tert - butyl ester 1 33 mmol と O-tert-butoxy-N,N,N,N,-tetraisopropyl 

phosphorodiamidite 2 30 mmolを dichloromethane 200 mLに混和し、imidazole hydrochloride を8.7 mmol 加え、室温で

21時間撹拌した。反応系にHEMA 4 30 mmol を加えた後、imidazole hydrochloride 84 mmol を3回に分け45分毎に添加した。

150分後に5 wt% NaCl水溶液で洗浄し、dichloromethane にて抽出し、粗精製油を得た( Scheme 2-3 )。得られた租精製油を薄

層クロマトグラフィ、シリカゲルカラムクロマトグラフィ(移動相: hexane / ethyl acetate = 3 : 1)により精製を行った。 

Scheme 2-2 ホスホロアミダイト方による DNAの合成 
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Scheme 2-3 t-Bu/Boc-MPS の合成 

 

2-2-3 t-Bu/BOC-MPS の重合及び脱保護 

t-Bu/Boc-MPS 5 を 1 M の濃度となるように dimethylformamide に溶解し、氷冷下で撹拌した。2,2’ - azobis 

( 4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitrile) (V-70)を molar ratio = monomer : V-70 = 100 : 1 となるように系に加え、凍

結脱気操作を 3 回おこなった。系内を窒素置換し、30oC で 24 時間撹拌することで重合を行った後、スペク

トラ／ポア 7, MWCO 1000 を用いて dichloromethane 中、0oCにて透析を行い、乾燥することで白色粉体であ

る t-Bu/Boc-poly(MPS) 6 を得た( Scheme 2-4 )。 

 

Scheme 2-4 t-Bu/Boc-MPS の重合 

 

Scheme 2-3 にて得た白色固体 6を dichloromethane 中に混和し 0 oCに冷却した後、tert-butyl hydroperoxide を

t-Bu/Boc-polyMPS の亜リン酸エステルに対して 2 当量添加し、室温で 24 時間攪拌した。反応溶媒をロータリ

ーエバポレータにて除去後、t-Bu/Boc-polyMPS が含有する t-Bu, BOC 基に対して 3 当量の trifluoro aceticacid 

(TFA)を加え、室温で 12時間反応を行った。反応溶媒をロータリーエバポレータにて除去したのち、10 mL の

蒸留水を加えスペクトラ／ポア 7, MWCO 1000に封入後、0oCの冷却条件下で 0.01 M 4NA(EDTA・4Na) 水溶
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液にて 2 回、イオン交換水にて 3 回透析操作を行った。透析液を回収し、凍結乾燥操作を行うことによって

白色固体を回収した(Scheme 2-5)。 

 

Scheme 2-5 t-Bu/Boc-polyMPS 6の酸化脱保護反応 

 

2-3 結果 

2-3-1 t-Bu/BOC-MPS の合成 

Scheme 2-2によって得られた粗精製油をhexane / ethyl acetate = 3 : 1 の混合溶液を展開溶媒として用いる薄層クロマトグラフ

ィによって祖精製油に含まれる化合物の評価を行った。 Boc-L-serine tert-butyl ester 1 を B、O-tert-butoxy-N,N,N,N,-

tetraisopropyl phosphorodiamidite 2 をD、反応中間物3を I、HEMA 4をH、祖精製油をFと定義した(Fig. 2-6)。Rf = 0.55

のスポットが目的物であると予想した(Fig. 2-6)。他の低 Rf値(Rf = 0.00 - 0.15)のスポットは副生成物であるジ

イソプロピルアミン塩酸塩やイミダゾール塩酸塩、HEMAダイマー 8(Fig. 2-7)であると予想した。 

 

 

Fig. 2-6 薄層クロマトグラフィによる反応の追跡 

 

 

Fig. 2-7 予想される t-Bu/Boc-MPS 合成の副生成物 
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薄層クロマトグラフィの結果を踏まえ、祖精製油の精製を行った。hexane / ethyl acetate = 3 : 1 の混合溶液を展開溶媒とし

てシリカゲルカラムクロマトグラフィを行い、Rf値 = 0.55のフラクションを回収・濃縮し、DMSO-d6 中で 1H-NMR ス

ペクトル測定を行った(Fig. 2-8)。 

 

Fig. 2-8 t-Bu/Boc-MPS の 1H-NMR スペクトル 

Fig. 2-8 より、1H-NMR スペクトルの全てのピーク位置と積分値の同定が可能であった。また、本反応の有

意性を評価するため ZAPLOUS LC/MS システム(AMR, 東京)を用いて Mass Spectrum (MS)を測定した(Fig. 2-

9)。Fig. 2-9 で 3 つの目的物のピーク(m/z = 437.75、493.42、516.29)を得た。以上の結果より、t-Bu/Boc-MPS 5

の合成は有意に進行したといえる。 

 Fig. 2-9 で、目的物のピークだけでなく、副生成物由来と予想されるピーク(m/z = 532.26、568.92)も確認し

た。この副生成物は、本来 O-tert-butoxy-N,N,N,N,-tetraisopropyl phosphorodiamidite 2に対して HEMA 4と N-Boc-

L-serine tert-butyl ester 1 が一つずつ付加する所を、N-Boc-L-serine tert-butyl ester が 2つ付加したものであると

予想した(Fig. 2-10)。1H-NMR スペクトルにおける本反応副生成物のスペクトル図は目的物 5のピークとほぼ

一致するため、副生成物由来のピークを検出することは不可能であった。しかし、HEMA 由来のピーク(b,c

位)と N-Boc-L-serine tert-butyl ester 1 由来のピーク(f位)の積分値を比較することによって、副生成物 9の混入

率を評価可能である。多量の副生成物 8 が混入している場合、N-Boc-L-serine tert-butyl ester 由来ピークの積

分値の上昇が予想されるが、Fig. 2-8 では N-Boc-L-serine tert-butyl ester  1 由来ピークの積分値の上昇は確認

できなかった。そのため、副生成物の混入量は微量であると予想された。加えて副生成物 9 は重合基を有し

ていないため、重合反応後の精製操作にて完全に除去することが容易である。よって、本サンプルをモノマ

ーとして活用することに問題は無いと結論付けた。 
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Fig. 2-9 MS 測定による精製の評価 

 

Fig. 2-10 MS により予想される副生成物の化学構造 

 

2-2-2 t-Bu/BOC-MPS の重合及び脱保護 

Scheme 2-3 にて得られた白色固体を DMSOd-6 中で 1H-NMRスペクトルを測定した( Fig. 2-11)。 

 

Fig. 2-11 t-Bu/BOC-polyMPS 6 の 1H-NMR スペクトル 

 

Fig. 2-11 において、5.5-6.0ppmに存在していたビニル基由来のピークの消失を確認し、重合の有意な進行を確認

した。 
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次に、Scheme 2-4 にて得られた白色固体を重水中で 1H-NMRスペクトルを測定した( Fig. 2-12 )。 

 

 

Fig. 2-12 polyMPS 7 の 1H-NMR スペクトル 

 

Fig. 2-12において、1.5ppmに存在していた t-Bu基由来のピークの消失を確認し、脱保護の有意な進行を確認し

た。 

 

2-4結言 

 本章では、キーマテリアルとなるホスファチジルセリンやアポトーシス細胞の生理活性、及び研究背景につ

いて述べ、次いでホスファチジルセリン含有高分子の合成について述べた。 

 PS 基含有モノマー(MPS)は DNA の固相合成に用いられるホスホロアミダイト法にて合成した。得られた

MPS の化学構造は 1H Nuclear Magnetic Resonance (NMR)、 13C NMR、 Mass Spectrometry(MS)によってそれぞ

れ評価を行い、全ての測定において予測値とほぼ同等の値を得た。この結果より MPS の有意な合成を確認し

た。次に、MPS をフリーラジカル重合にて重合することで poly(MPS)の合成を試みた。V-70 を重合開始剤と

して用いて Dimethylformamide / Ethanol 溶媒にて重合反応を行い、酸化、脱保護反応を経て poly(MPS)を得た。

Poly(MPS)の重合、酸化、脱保護反応については 1H NMR、Gel Permeation Chromatography(GPC)によって確認

し、すべての結果で有意な反応の進行を示唆する結果を得た。つまり本章では、アポトーシス細胞が有する

特異的な膜構造を模倣したホスホリルセリン含有高分子を、モノマーの段階から合成することに成功し、重

合することでアポトーシス細胞膜模倣高分子を作製することに成功した。 
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3章 アポトーシス細胞膜模倣高分子の抗炎症活性の評価 

3-1 緒言 

 本章では、第 2章にて作製した poly(MPS)の生理活性を評価しする。 

 Poly(MPS)は抗炎症活性を有することを目的として設計されたが、生体内で使用するという前提であるため

毒性の有無を評価する必要が有る。毒性試験の手法として、Alamar Blue Assayにてマウス腹腔マクロファー

ジ(RAW264.7)と、ヒト子宮頸がん由来細胞(HeLa)における poly(MPS)の濃度依存的細胞生存率を評価した。そ

の後、poly(MPS)の RAW264.7 に対する濃度・時間依存的抗炎症活性を SEAP Reporter Gene Assay を用いて評

価を行った。また、蛍光標識を施した poly(MPS)を作製し、RAW264.7 と共培養を行った場合の取り込み挙動

を共焦点顕微鏡にて観察を行った。同時に蛍光プレートリーダーにて RAW264.7 に対する poly(MPS)の分配

量を算出し、RAW264.7 に対する poly(MPS)の分配量と抗炎症活性の関連について議論を行った。また、この

実験を行う際に、LPS(lipopolysaccharide:炎症性刺激因子)による RAW264.7 のアメーバ様伸展が確認された一

方で poly(MPS)の添加によりこのアメーバ様伸展は抑制されていた。 

 最後に、実際の細胞膜におけるホスファチジルセリンが占める割合が約 10%であるという点に着目し、PS

基含有高分子がより厳密にアポトーシス細胞模を模倣するよう 90 mol%の MPC(2-Methacryloyloxyethyl 

phosphorylcholine; ホスファチジルコリン模倣モノマー)とランダム共重合体である poly(MPS-st-MPC)を作製

し、ホスホリルセリン濃度を統一した際の抗炎症活性の誘導効率を評価した。 

 

3-2 実験 

tert-butyl hydroperoxide、Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose D5671, Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium - high glucose D5796, Dulbecco’s Phosphate Bufferd Saline D8537 はシグマアルドリッチジャパン(東京)

より購入した。RAW-blue cells mouse macrophage reporter cell line, LPS-EK (E. coli K12), QUANTI-Blue, normocin, 

and alamarblue cell viability reagents は InvivoGen(CA, USA)より購入した。Zeocin selection antibiotic was 

Lifetechnologies (CA, USA)より購入した。Penicillin - streptomycin mixed solution は ナカライテスク(京都)より

購入した。Fetal bovine serum triple 0.1 m sterile filtered は ATCCより購入した。2,2’ - azobis (4 - methoxy - 2,4 - 

dimethylvaleronitrile) (V-70)、ethanol、N,N-dimethylformamide (DMF) は和光純薬工業株式会社(大阪)より購入し

た。Trifluoroacetic acid、2-Methacryloyloxyethyl Phosphorylcholine (MPC)は東京化成工業株式会社(東京)より購

入した。 

 

3-2-1 細胞の調製 

細胞の培養に関わる操作は、全てクリーンベンチ内の無菌環境にて行った。 

(i) 培地調製 

Fetal Bovine Serum (FBS)を 56 oCに加温した湯浴で 30分加温し、Heat inactivated FBSを作製し

た。Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – high glucose D5671、Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

– high glucose D5796 の二つの培地を 1:1の割合で混和し、4.5 g/L glucose, 2 mM L-glutamine, DMEM

を調製した。これにHeat inactivated FBSを 10 vol%となるように加え、終濃度が 100 g/mLとなる

ように Normocin、50 U/mL - 50 g/mLとなるように Penicillin - Streptomycin Mixed Solution を添加

し、培地を得た。培地の構成成分及び添加物最終濃度を Table 3-1にまとめた。 
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Table 3-1 培地の構成成分及び添加物最終濃度 

reagent concentration 

glucose 4.5 g/L 

L-glutamine 2mM 

heat inactivated FBS 10 vol% 

Normocin 100 g/mL 

Penicillin 50 U/mL 

Streptomycin 50 g/mL 

 

(ii) 細胞の解凍、初代株培養 

凍結しているクライオバイアルを実験用手袋の指部分に入れ、37oC に加温済の湯浴にて素早く解凍

した。凍結部位が完全に溶けきる前にクライオバイアルを湯浴から出し、素早くクリーンベンチ中に移

し、37oCの加温済培地 10 mLに混和した。細胞懸濁液を遠心し(1000 rpm、3 min)、上澄みを除去し、

新たに培養培地を 10 mL 加え、再懸濁した。細胞懸濁液を 100 mm Tissue Culture Dish(IWAKI)に

10 mLずつ分注し、CO2インキュベーターに移し、37oC、5 %CO2条件にて 12時間静置した。当操作

によって得られた RAW CELL細胞を P1 (Passage 1) と定義した。 

 

(iii) 細胞の継代 

 ディッシュに播いた細胞が 80%コンフルエントであることを確認した後、細胞の継代を直ちに行った。セ

ルスクレーパー(BD Falcon)を用いてディッシュから RAW CELLを剥がし細胞懸濁液を得た。細胞懸濁液を

50 mL遠沈管に移して遠心して(1000 rpm、3 min)上澄みを捨て、細胞懸濁濃度が初期の 1/2 - 1/8倍となる

よう培養培地を加え、再懸濁した。得た細胞懸濁液を 10 mLずつ 100 mmディッシュに播種した。1/8の濃

度で播種した場合 80 %コンフルエントに達するまで 2-3日を要した。継代操作を行う毎に細胞株の Passage

を一回毎に追加して記録していった(例：3回継代細胞株の passage=4)。 

 

(iv) 細胞のセレクション 

セルスクレーパーを用いてディッシュから RAW CELLを剥がし細胞懸濁液を得た。細胞懸濁液を 50 mL

遠沈管に移して遠心して(1000 rpm、3 min)上澄みを捨て、細胞懸濁濃度が初期の 1/2 - 1/8倍となるよう培

養培地を加え、再懸濁した。細胞懸濁液に Zeocin Selection Antibiotic を終濃度 200 L/mLとなるように添

加した。得た細胞懸濁液を 10 mL ずつ 100 mm ディッシュに播種した。本操作は 4 継代毎に継代操作に代

わり行わった。 

 

(v) 細胞の凍結 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – high glucose D5671、Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – high 

glucose D5796、FBS、dimethyl sulfoxide (DMSO)を Table 3-2の割合にしたがって混和し、細胞凍結溶液

とした。 
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Table 3-2 凍結培地の調製 

Solution ratio 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – high glucose D5671 35 vol% 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – high glucose D5796 35 vol% 

FBS 20 vol% 

dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 vol% 

 

 セルスクレーパーを用いてディッシュから RAW CELLを剥がし、細胞懸濁液を得た。細胞懸濁液を 50 mL

遠沈管に移し遠心して(1000 rpm、3 min)上澄みを捨て、濃度がスクレーパー時の 8-10倍となるよう凍結培

地を加え再懸濁した。得た凍結用細胞懸濁液を 1 mL ずつ凍結保存用バイアルに移し、アルミホイルにて遮

光し、ディープフリーザーにて冷却した。24時間後にディープフリーザーからローケータープラス凍結保存

システム(Thermo SCIENTIFIC)に移し長期冷凍保存した。 

 

3-2-2 細胞毒性評価 (Alamar blue assay) 

Raw 264.7 と HeLa の細胞懸濁液を濃度が 2.7×105 cells/mL となるように培養培地をそれぞれ調製した。

この溶液を 96 Well/Flat Bottom MICROPLATE (IWAKI)の well毎に 80 Lずつ加え、37oC、5%CO2条件にて

24 時間静置した。その後、poly(MPS)、及び poly(MPC)を培地にそれぞれ 500 mM、400 mM、300 mM、200 

mM、100 mM、50 mM、10 mM、1 mM、0.1 mM、0 mMの濃度で溶解した溶液を調製し、各 wellに 10 

Lずつ添加した。24時間同様条件で培養した後、Alamar blue solution を 10 L添加し、同条件で 2時間

インキュベートした後に fluorescent plate reader (excitation;  = 550, emission;  = 590)にて蛍光強度を測

定した。 

 

3-2-3 共焦点顕微鏡による像観察 

 Poly(MPS)を Tetramethylrhodamine (TRITC)修飾した。Poly(MPS)を 1mMとなるよう炭酸バッファに溶解し、

0.1 当量となるよう TRITC を添加し、遮光・室温にて 3 時間撹拌した後、溶液を遮光条件にて限外濾過を行

うことで TRITC-poly(MPS)を作製した。Raw 264.7 を 5×104 cells/mLの播種濃度でスライドガラス上に 200 L

播種した。24 時間 37oC、5%CO2条件にて培養後、濃度が 50 mM となるように TRITC-poly(MPS)を添加し、

24 時間同条件で培養した。その後、培地を除去し PBSで 3回洗浄したのちにパラホルムアルデヒドにて細胞

を固定化した後に Hoechst 染色を行い、顕微鏡用像観察サンプルを作製した。共焦点レーザー顕微鏡(ライカ

マイクロシステムズ: TCS SP5)を用いて共焦点像を撮影した。 

 

3-2-4 濃度依存的抗炎症活性の評価 (SEAP reporter gene assay) 

 (i) 使用高分子 

本アッセイは、RAW BLUE CELL における poly(MPS)の存在、非存在による(LPS)刺激応答を評価する。

目的高分子である poly(MPS)の他に、コントロールとしてリン脂質系高分子である poly(MPC)を用いて

poly(MPS)の抗炎症活性を評価した(Fig. 3-1)。 
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Fig. 3-1 SEAP reporter gene assay に使用した試料の化学構造 

(ii) 試料溶液の調製 

Poly(MPS)、poly(MPC)をマイクロチューブに 500 mmol秤量し、1 mLの培養培地を加え、クリーンベン

チ内に移した。各試料を完全に溶解した後、PURADISC 25AS (Whatman, Lot 156019)を先端に取り付けた

1 mL シリンジによって濾過滅菌を行った。回収した 500 mM 溶液を培養培地(Table 3-2)にて希釈し、400 

mM、300 mM、200 mM、100 mM、50 mM、10 mM、1 mM、0.1 mMの濃度溶液を得た。試料を全く含

まない培養培地を 0 mM 溶液と定義した。 

 

(iii) LPS 溶液の調製 

 LPSをマイクロチューブ上で秤量した。秤量結果を元に LPS濃度が 10 g/mL となるよう PBSを加

え、LPS が完全に溶解するまで撹拌した。LPS の溶解を目視で確認した後、PURADISC 25AS 

(Whatman, Lot 156019)と 25 mL シリンジを用いて濾過することで滅菌した。 

 

(iv) 細胞懸濁液の調製 

セルスクレーパーを用いてディッシュから RAW CELL を剥がし細胞懸濁液を得た。細胞懸濁液を

50 mL遠沈管にて遠心して(1000 rpm、3 min)上澄みを捨て、10 mLの培養培地を加え再懸濁し、細胞

懸濁液を得た。細胞懸濁液を 10 Lずつ Counting Slides, Dual Chamber for Cell Counter (BIO-RAD, 

CA, USA)に加え、Automated Cell Counter, TC20 (BIO-RAD, CA, USA)を用いることで細胞懸濁液の

濃度を測定した。測定結果を元に、細胞懸濁濃度が 2.7×105 Cells/mL となるように培養培地を調製し

た。SEAP reporter gene assayは 4回、5回、6回継代後の細胞株(P5、P6、P7)を用いて各 1回測定を

行った。 

 

(v) 試料、細胞の播種 

 Poly(MPS)、poly(MPC)の 500 mM、400 mM、300 mM、200 mM、100 mM、50 mM、10 mM、

1 mM、0.1 mM、0 mM 溶液を 96 Well/Flat Bottom MICROPLATE (IWAKI, code 3860-096)の

1well毎に 20 Lずつ加えた。同手順を空きの wellで行い、最終的に各試料・濃度溶液が 2 well ずつ

導入されたプレートを 3枚作製した。試料溶液を加えた wellに対して、2.7×105 Cells/mL 細胞懸濁液

を 180 L 加え、CO2インキュベーターにて 37 oC、5%CO2条件にて 24時間静置した。 
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(vi) LPS の添加 

 細胞の播種 24時間後にプレートを CO2インキュベーターからクリーンベンチ内に移した。試料溶液

を加えた wellに対して LPS溶液 10 L を添加した。LPS添加のコントロール用の wellには、PBSを

10 Lずつ添加した。プレートを CO2インキュベーターに移し、37oC、5%CO2条件にて 24時間静置し

た。 

 

(vii) 吸光度測定 

  QUANTI-Blue を 100 mL の milliQ water に混和し、QUANTI-Blue 測定溶液とした。96well 

black/clear, Tissue Culture Treated Plate Flat bottom (BD Falcon)の各 wellに QUANTI-Blue測定溶

液を 180 L 加えた。LPS添加 24時間後のプレートをクリーンベンチ内に移した。培養プレートの各

well の上澄みを回収し、吸光度測定用 96well プレートの QUANTI-Blue 測定溶液を加えた well に 20 

Lずつ添加し、37 oC で 30分インキュベートした。インキュベート後、Microplate spectrophoto Meter 

(Beckmark Plus, BIO RAD)にて吸収波長 650 nm にて各 wellの吸光度を測定し、表にまとめた。 

 

3-2-5 共培養時間依存的抗炎症活性の評価 

 Raw 264.7(5×104 cells/200 L)を 96-well ディッシュに播種し、濃度が 50 mM となるよう poly(MPS)を添加

した。それぞれのプレートごとに 0, 1, 3, 6, 12 時間培養し、それぞれ 0.2 g のリポ多糖類(LPS)を添加し、

37oC、5%CO2条件にて 24時間静置した。それぞれのサンプルの上清を 90 Lずつ回収し、10 Lの QUANTI-

Blue assay solution を添加し、37°Cで 1時間整地した。その後サンプルの吸光度(= 620)を吸光高度計にて測

定し RAW264.7 における NF-B の発現量を評価した。 

 

3-2-6 マクロファージへ対する poly(MPS)分配量の定量 

 Poly(MPS)を Alexa Fluor 488 修飾した。Poly(MPS)を 1mM となるよう炭酸バッファに溶解し、0.1 当量とな

るよう Alexa Fluor 488-NHS ester を添加し、遮光・4oC にて 24 時間撹拌した後、溶液を遮光条件にて限外濾

過を行うことで Alexa 488-poly(MPS)を作製した。90 L の Raw 264.7 溶液(1.1×105 cells/mL)を 96well ディッ

シュに播種し、7oC、5%CO2条件にて 24時間培養した。その後、500 mM、400 mM、300 mM、200 mM、

100 mM、50 mM、10 mM、1 mM、0.1 mM、0 mM の濃度となるよう調製した Alexa-poly(MPS)溶液をそ

れぞれ 10Lずつ添加した。24時間同条件で培養した後、上清を除去し、PBS で 3回洗浄した後に蛍光プレ

ートリーダーにて wellごとの Alexa488の蛍光強度を測定した。 

 

3-2-7 MPCとの共重合による影響の評価 

 MPSと MPCのランダム共重合体を作製した。MPC (4.5 mmol)、t-Bu/BOC-MPS(0.50 mmol)、V-70 (50mol)

を 4mLの DMF/ethanol 共溶媒(DMF:ethanol = 2mL: 2mL)に溶解し、窒素バブリングを 30分行うことで溶存酸

素を除去した。30oCで 24時間重合を行い、得た溶液を透析膜(MWCO = 1000、外液 ethanol)にて透析した。4

回外液を変えた段階で内容物を回収、乾燥した。得られた透明個体を 10 mL の ethanol に再度溶解し、tert-

butyl hydroperoxide (10 mmol)を添加し、室温で 3時間撹拌した。反応後、溶液を透析膜(MWCO = 1000、外液

ethanol)にて透析した。4 回外液を変えた段階で内容物を回収、乾燥した。得られた透明個体を 10mLの ethanol

に再度溶解し、5mLの trifluoroacetic acid を添加、12時間室温で撹拌した。その後、反応溶媒をロータリーエ
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バポレータにて留去し、0.01 M NaOH 水溶液で 2回 脱イオン水で 4 回透析を行った(MWCO = 1000、4oC)。

最終的に透析溶液を回収し、凍結乾燥操作を行うことで poly(MPS-st-MPC)を白色固体として得た。Raw 264.7 

を 5×104 cells/200 Lの濃度で 96 well ディッシュに播種し加えて、ホスファチジルセリンの濃度が 5 mM と

なるよう poly(MPS)、poly(MPS)と poly(MPC)の混合溶液、poly(MPS-st-MPC)をそれぞれ添加し、37oC、5%CO2

条件にて 24 時間静置した。炎症性刺激としてリポ多糖類(LPS)を添加し、さらに 24 時間培養した。上清を回

収し、QUANTI-Blue 測定溶液とした SEAP reporter gene assay を行うことでそれぞれのサンプルに

おける炎症活性を評価した。 

 

3-3 結果 

3-3-1 poly(MPS)の細胞毒性 

 まず、作製した poly(MPS)の生体適合性を評価するための一評価として、子宮頸がん由来細胞株(HeLa)及び、

マウス腹腔由来マクロファージ株(RAW264.7)において、種々の濃度(0-50mM)における細胞生存性を Alamar 

blue assay にて 3-3-2 に準拠する形で評価した。結果として HeLA、及び RAW264.7 の両条件において濃度依

存的細胞活性の低下が無いということを確認した(Fig. 3-2)。この結果は、poly(MPS)を抗炎症治療のアプリケ

ーションとして応用していく上で必須の条件である生体適合性について一定の条件で保証するものである。 

 

Fig. 3-2 Alamar Blue Assayによる poly(MPS)の細胞毒性評価 

 

3-3-2 poly(MPS)のマクロファージへの取込み 

3-2-3 にて撮影した共焦点像を Fig. 3-5 にまとめた。アポトーシス細胞やホスファチジルセリンリポソームを

マクロファージに添加した場合これらはマクロファージに貪食されることが知られているが、poly(MPS)を添

加した場合貪食されるか否かは明らかとなっていない(Fig. 3-3, 3-4) 1, 2。 
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Fig. 3-3 マクロファージに貪食されたアポトーシス胸腺細胞の電子顕微鏡写真 2 

 

 

Fig. 3-4 蛍光修飾 PtdSerリポソーム処理 RAW 細胞で処理した蛍光顕微鏡画像 1 

 

これを踏まえ、マクロファージと poly(MPS)を共培養した場合の poly(MPS)がたどる運命を明らかにするため、

poly(MPS)を TRITC標識し、共焦点顕微鏡で観察することにより poly(MPS)のマクロファージにおける存在領

域を評価した。Fig. 3-5 より、poly(MPS)の細胞質内への 3 次元的な広がりを確認した。マクロファージのア

ポトーシス細胞の認識において、MGF-E8 を介したインテグリンによる認識と、Gas6 を介した MER-TK によ

る認識の二種類の認識経路が知られている(Fig. 3-6)3-6。加えて、5インテグリンによる認識は PtdSer提示

物質の貪食を誘発するレセプターであり、MER-TK による PtdSer認識は抗炎症活性の発現を誘発するとされ

ており、本結果は PtdSerの細胞質への分配、つまり少なくとも5インテグリンを介して poly(MPS)が認識

されていることを示唆している。また、これら 2つの経路は独立しているように思えるが、FAK を介して相

互作用をしていることが知られており、完全には独立して居ないため、本結果は poly(MPS)が抗炎症活性を有

することを示唆する結果の一例として考えられる。 
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Fig. 3-5 共焦点顕微鏡による poly(MPS)の局在位置の観察

 

Fig. 3-6 マクロファージに発現している PtdSerレセプター 

 

3-3-3 炎症性刺激によるマクロファージの形態変化と poly(MPS)添加による抑制 

 次に、作製した poly(MPS)の免疫抑制能を評価した。一般に、マクロファージの形態と発現型には一定の相

関があることが知られているため、細菌由来 LPS添加の有無と、poly(MPS)添加の有無の計 4条件で RAW264.7

における形態の変化を観察した(Fig. 3-7)。Fig. 3-7 より、LPS (+)、poly(MPS) (-)条件にてマクロファージのア
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メーバ状の伸展が確認された。一方で、poly(MPS) (+)の群では、LPS 添加によるアメーバ状伸展が抑制され

ていることが確認できる。これらの写真を元に細胞あたりの仮足数についてのグラフを作製し。RAW264.7の

幾何学的構造と発現型には一定の相関があることが知られており、一般的に抗炎症タイプの発現型の場合、

線形に伸展する事が知られている。また Porcherayらによると、多能性造血幹細胞に分化を促す炎症性サイト

カインである M-CSF や GM-CSF の添加によって RAW264.7 はアメーバ様に進展することが報告されている

7-10。本観測による RAW264.7 のアメーバ様伸展もこれに類する事が予想され、poly(MPS)添加による進展抑制

から、poly(MPS)の抗炎症活性の発現を示唆する結果であることが予測される。 

 

Fig. 3-7 poly(MPS)添加によるマクロファージの形態変化 

 

3-3-4 濃度依存的抗炎症活性の評価 

 次に、poly(MPS)の用量依存的な免疫抑制を RAW264.7 に添加することによって評価を行った。3-2-4 に準

拠する形で実験を行い、Fig. 3-8 の結果を得た。結果として、poly(MPS)における用量依存的な NF-B の発現

抑制が確認された。特に 5mM 以上の濃度にて顕著な抑制効果を確認した。一方で比較対象群の poly(MPC)で

はこのような NF-B の発現量に有意差は確認されなかった(Fig. 3-9) 11, 12。NF-B は全ての細胞に広く発現し

ている炎症性の転写因子であり、この因子の発現はその細胞が炎症を引き起こしていることを意味する。そ

の為、本研究において創出された poly(MPS)が NF-B の発現を抑制したということは poly(MPS)が抗炎症活

性を有するということを強く支持する結果である(Fig. 3-10)13, 14。 

 

Fig. 3-8 poly(MPS)の濃度依存的抗炎症活性の評価 

poly(MPS) 
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Fig. 3-9 poly(MPC)の濃度依存的抗炎症活性の評価 

 

Fig. 3-10 SEAP reporter gene assayの模式図 

 

3-3-5 共培養時間依存的抗炎症活性の評価 

次に poly(MPS)の共培養の時間依存性を評価した(0,1.3.6.12 時間)。実験操作は 3-2-5 に準拠して行った。Fig. 

3-11 より、0 時間、1 時間において NF-B の発現量に有意差は認められず、抗炎症活性は発現していなかっ

た。しかし一方で、3時間以降では共培養時間依存的に炎症活性が有意に抑制されていることを確認した。 
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Fig. 3-11 poly(MPS)共培養依存的抗炎症活性の評価 

 

3-3-6 poly(MPS)の添加濃度依存的なマクロファージへの取込みの評価 

Poly(MPS)の抗炎症活性とマクロファージへの分配量には相関があることが予想されたため、Alexa488 で修

飾した poly(MPS)を作製し(Alexa 488-poly(MPS))、RAW264.7 と種々の濃度で共培養し、添加濃度依存的な

RAW264.7 細胞内への移行量を蛍光プレートリーダーにて評価を行い、Fig. 3-12にまとめた。結果として、10 

mM 以上の濃度で有意なマクロファージへの poly(MPS)分配が確認された。一方で、40mM 以上ではマクロフ

ァージへの分配量は変化しておらず、マクロファージの poly(MPS)取り込み量は添加濃度 40mM にて飽和し

ていた。また、1細胞あたりの poly(MPS)分配量と抗炎症活性の発現度合いを比較した結果 Fig. 3-13のような

グラフが作成でき、RAW264.7 が抗炎症活性を有意に示すためには 50 pg/cells 以上の poly(MPS)分配が必要で

あるということが明らかとなった。 

 

Fig. 3-12 poly(MPS)濃度依存的なマクロファージへの分配 
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Fig. 3-13 poly(MPS)の 1細胞への分配量と抗炎症活性の相関 

 

3-3-7 MPCとの共重合による抗炎症活性効率の効率化 

 これまで使用してきた poly(MPS)はホモポリマーであり、純粋な MPS成分のみを側鎖に有する高分子材料

である。しかし、実際のアポトーシス細胞膜はホスファチジルセリンのみによって構成されていることはな

く、その 9 割近くは電気的に中性なリン脂質に占められており、ホスファチジルセリンはこれらの電気的に

中性な細胞膜の中に浮かんでいるように存在している。そこで我々はよりアポトーシス細胞膜に近い構造を

有するリン脂質様高分子として MPS と MPC のランダム共重合体(poly(MPS-st-MPC))を設計し、LPS 添加時

の NF-B 発現量を定量し、poly(MPS)単体、poly(MPS)と poly(MPC)の 9:1 の混合した場合とそれぞれ比較し

た。それぞれの添加量はホスホリルセリン基単位で 5mM となるように統一した(Fig. 3-13)。結果として、

poly(MPS)のみ添加した群(青)と poly(MPS)と poly(MPC)を 1:9で添加した群(赤)では NF-B発現量に統計的有

意差が出なかったのに対し、poly(MPS-st-MPC)添加群(緑)は他のポリマー添加群と比して有意な NF-B 発現

の低下が観察された。マクロファージの PtdSer は種々のタンパク質によるオプソニン化の後にレセプターに

結合することで認識されることが知られおり、アポトーシス細胞、及びホスファチジルセリンリポソームの

認識については PtdSer 頭部が有するアニオンチャージを認識している機序と、頭部の 3次元的構造を認識し

ていることが知られている。poly(MPS-st-MPC)がホモポリマーと比して優れた抗炎症活性を示した理由とし

て、ランダム共重合体とすることで、ポリマーの表面電荷が、実際のアポトーシス細胞に近づいた事により、

オプソニン化効率が向上したことが考えられる。 
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Fig. 3-13 poly(MPS)の重合形態が抗炎症活性に与える影響 

 

3-4 結言 

 本章では、第 2章で作製した poly(MPS)の生理活性を評価した。まず、poly(MPS)の細胞毒性を評価し、RAW 

264.7 と HeLa に対しては 0-50 mM 全ての濃度領域において高い細胞生存率を示し poly(MPS)の優れた生体適

合性が明らかとなった。次に、poly(MPS)の用量依存的な炎症抑制効果を評価した。炎症性刺激として

Lipopolysaccharide(LPS)を添加した場合の RAW 264.7 における NF-B の発現量を SEAP reporter gene assay に

て定量することで評価を行い、用量依存的な抗炎症活性が明らかとなった。これらの結果はマクロファージ

の生理活性を損なうこと無く炎症性の核内転写因子である NF-B の発現を抑制したことを意味している。 

 また、LPS を添加した場合の RAW 264.7 はアメーバ様伸展を示す事が確認できたが、ここに poly(MPS)を

添加した際にはこのアメーバ様伸展が抑制されることを著者は見出した。マクロファージのアメーバ様伸展

は炎症刺激に伴う事が報告されており、特にマクロファージコロニー刺激因子の添加によって顕著に引き起

こされる事が知られている。つまり、このマクロファージの幾何学的形状変化も poly(MPS)の抗炎症活性の発

露を支持している。また、共焦点顕微鏡や蛍光プレートリーダーを用いて蛍光標識 poly(MPS)の RAW 264.7

における局在位置や 1 細胞に対する分配量を明らかとした。マクロファージはホスファチジルセリンレセプ

ターをその表面に有するため、poly(MPS)をマクロファージへと播種した場合、poly(MPS)はマクロファージ

表面に固着するか、それを介して貪食されることが予想された。結果としては、蛍光標識した poly(MPS)はマ

クロファージの細胞質中に分配することが共焦点顕微鏡象より明らかとなった。また、1 細胞に対する分配

量も系中に添加する高分子の量に依存して上昇する傾向が確認できた。一方で、添加する poly(MPS)が 40 mM

に達した際に飽和を迎えることが明らかとなった。また、この結果から 1 細胞への poly(MPS)の分配量と抗

炎症活性の発現には一定の相関が存在し、明確な閾値(50 pg/cell)が存在することが明らかとなった。この閾値

はそれ単体では意味を持たないが、今後 poly(MPS)の抗炎症活性の効率化を志向する場合に一定の基準値と

して重要な値となる。また、poly(MPS)の共培養時間に依存した抗炎症活についても評価し、poly(MPS)の抗炎

症性の発現には少なくとも 1 時間の共培養が必要であるということが明らかとなった。これらの結果から、

著者は poly(MPS)(アポトーシス細胞模倣高分子)がマクロファージに認識された場合、高分子自体がマクロフ

ァージに取り込まれると同時に、マクロファージの炎症刺激への応答性を抑制するということを確認した。

この免疫抑制挙動は実際のアポトーシス細胞の挙動と類似しており、炎症性刺激を加える前に予め抗炎症刺
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激を加えなければならない点なども類似点として挙げられる。 

 最後に、実際の細胞膜におけるホスファチジルセリンが占める割合が約 10%であるという点に着目し、PS

基含有高分子がより厳密にアポトーシス細胞模を模倣するよう 90 mol%の MPC(2-Methacryloyloxyethyl 

phosphorylcholine; ホスファチジルコリン模倣モノマー)とランダム共重合体である poly(MPS-st-MPC)を作製

し、ホスホリルセリン濃度を統一した際の抗炎症活性の誘導効率を評価した。Poly(MPS)、poly(MPS)と

poly(MPC)の混合条件(混合比 1:9)、poly(MPS-st-MPC) (重合比 1:9)の 3条件でそれぞれホスホリルセリン基の

濃度が 5mM となるよう先述の RAW 264.7 の炎症モデルに播種した結果、MPS と MPC のランダム共重合体

(poly(MPS-st-MPC))のみが有意に NF-B を抑制するという結果を得た。この結果は、抗炎症作用という観点

では、よりアポトーシス細胞に近い構造を有する高分子材料がより優れた結果を示すということを示してお

り、アポトーシス細胞模倣高分子の分子設計の重要度を示した。 
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4章 高分子反応による汎用高分子への抗炎症活性部位の導入 

4-1 緒言 

 2 章では、メタクリル系モノマーである HEMA に対して PS 基を導入することで MPS モノマーを合成し、

ラジカル重合にて高分子量体である poly(MPS)を合成した。続く 3 章では作製した poly(MPS)が抗炎症活性を

有することを明らかとした。加えて、ホスファチジルコリン模倣モノマーである MPC とのランダム共重合体

は MPS 単体のホモポリマーと比してより効率的に抗炎症活性を誘導した。これら結果は MPS を活用する上

でラジカル重合可能なコモノマーと併用する上では大きな利点であるが、メタクリル系モノマーであるが故

に、非ビニル系の高分子材料への応用は困難であった。 

 今日バイオマテリアルとして広く活用されている非ビニル系の高分子として poly ethylene glycol(PEG)や

poloxamer、poly(-caprolactone) (PCL)等のポリエーテル、ポリエステル系の高分子がよく知られている 1-34。こ

れらの高分子は優れた生体適合性や生分解性など、生体内で活用する際に優れた特性を有するため現在では

様々な医療デバイスの基盤材料として使用されている。このような優れた機能性高分子に対する抗炎症活性

部位の簡便な導入法を確立できれば、これまで以上に優れた医療デバイスの作製が可能となる。先述の通り

高分子にアポトーシス細胞由来の抗炎症活性部位(PS 基)を導入する手法として PS モノマーを合成し、これ

を重合する方法と、すでに調製された高分子に対して高分子反応を用いることによって PS 基を付加すると

いう方法が適応可能である。 

以上を踏まえ著者は、MPSの合成に利用したホスホロアミダイト法を調整済みの高分子材料に応用する手

法を開発した。PS基を付加するための高分子材料として、poly(-caprolactone)、poloxamer、poly(BMA-st-HEMA)、 

poly (NIPAAm-st-HEAAm)を選択した(BMA; Butyl methacrylate, NIPAAm; N-isopropyl acrylamide, HEAAm; 2-

hydroxyethyl acrylamide)。poly(-caprolactone)は開環重合、 poly(BMA-st-HEMA)と poly(NIPAAm-st-HEAAm)は

フリーラジカル重合にて作製した。これらの 4 種の高分子はいずれもそれぞれ側鎖、もしくは末端に水酸基

を有しており、この水酸基に対して PS基を導入した(Fig. 4-1)。 

 また、本検討にて得られた PS修飾 poly(NIPAAm-st-HEAAm) (poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS)の RAW 264.7 に

おける用量依存的な細胞毒性を Alamar Blue Assay にて、抗炎症活性を SEAP reporter gene assay にて測定し

た。 

Fig. 4-1 高分子反応により PS 基を導入する高分子 
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4-2 実験 

Butyl methacrylate (BMA), hydroxyl ethyl methacrylate (HEMA), N-isopropyl acrylamide (NIPAAm), 

poly(ethyleneimine) (PEI) (Mw = 10.0× 103 g mol-1), 2,2'-azobis(isobutyronitrile) (AIBN), triethylamine (TEA), 

diisopropylamine, sodium chloride (NaCl), sodium sulfate (Na2SO4), sodium hydroxide (NaOH), alumina activated, 

lithium bromide, dichloromethane (super dehydrated), ethyl acetate, hexane, ethanol, N,N-dimethylformamide (DMF), 

acetonitrile, 2-propanol, dimethyl sulfoxide-d6, and chloroform-d は和光純薬株式会社(大阪)より購入した。 N-(2-

hydroxyethyl) acrylamide (HEAAm), -caprolactone, pentaerythritol, Tin (II) 2-ethylhexanoate, and trifluoroacetic acid

東京化成工業株式会社(東京)より購入した。Pluronic® F127, tert-butyl tetraisopropylphosphordiamidite, tert-butyl 

hydroperoxide, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose D5671, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - 

high glucose D5796, Dulbecco’s Phosphate Bufferd Saline D8537 はシグマアルドリッチジャパン(東京)より購入し

た。N-α-(tert-butoxycarbonyl)-L-serine tert-butyl ester は渡辺化学工業株式会社(広島)より購入した。RAW-blue 

cells mouse macrophage reporter cell line, LPS-EK (E. coli K12), QUANTI-Blue, normocin, and alamarblue cell viability 

reagentsは InvivoGen (CA, USA)より購入した。The Zeocin selection antibiotic was Lifetechnologies (CA, USA)よ

り購入した。Penicillin - streptomycin mixed solution は ナカライテスク(京都)より購入した。Fetal bovine serum 

triple 0.1 m sterile filtered は ATCCより購入した。 

 

4-2-1 水酸基含有高分子の作製 

 (i) poly(NIAAm-st-HEAAm)の合成 

 N-isopropylacrylamide 9 80 mmol と HEAAm 10 20 mmol、AIBN 1 mmol を 100 mL の DMF に溶解し、0 oCに

て 30 分窒素バブリングすることにより溶存酸素を除去したのち、60 oCにて 20時間攪拌することで重合反応

を進行した。その後、反応溶液に THFを追加し、30倍量の diethyl ether に滴下し、析出物を回収・乾燥する

ことで poly(NIAAm-st-HEAAm) 11 を得た(Scheme 4-1)。 

 1H NMR: (CDCl3-d, 300 MHz): = 1.00-1.30 (-CH(CH3)2, broad, 6mH), = 2.50 (-CH2-CH(CONH-)-CH2- 

in the chain, s, 1(m+n)H),= 3.60-3.80 (-CH2-CH2OH, broad, 2nH), 3.90-4.10 (-CH(CH3)2, broad, 1mH). GPC: Mn = 

17,900 g mol-1, Mw/Mn = 2.16 

 

Scheme 4-1 poly(NIAAm-st-HEAAm)の合成 
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(ii) poly(BMA-st-HEMA)の合成 

 BMA 12 80 mmol、HEMA 13 20 mmol、AIBN 1mmol を 100 mLの DMF に溶解し、0 oCにて 30 分窒素バブ

リングすることにより溶存酸素を除去したのち、60 oC にて 20 時間攪拌することで重合反応を進行した。そ

の後、反応溶液を透析膜(スペクトラ ポア 7/ MWCO; 1000)に移し、外液をアセトンとした透析を行い 12 時

間毎に外液交換操作を 6 回行った段階で内容溶液を真空乾燥することで poly(BMA-st-HEMA) 14 を得た

(Scheme 4-2)。 

 1H NMR: (CDCl3-d, 300 MHz): = 0.80-1.10 (-CH3, -CH3 in the chain broad, 6mH), = 1.40 (-CH2-CH3, s, 

2mH), 1.60 (-CH2-CH2-CH3, s, 2mH)= 1.80-2.00 (-CH2-C(CH3)(COO-)CH2- in the chain, broad, 2(m+n)H ),= 3.80 

(-CH2-OH, s, 2nH),= 4.00 (-COO-CH2- in the BMA site, s, 2mH), 4.10 (-COO-CH2- in the HEMA site, s, 2nH). 

GPC: Mn = 19,900 g mol-1, Mw/Mn = 2.58 

 

 

Scheme 4-2 poly(BMA-st-HEMA)の合成 

 

(iii) poly(-caprolactone)の合成 

 Pentaerythritol 15 2 mmol を乾燥した二口フラスコに入れ、終夜真空乾燥した。反応容器を窒素雰囲気下に

おき、-caprolactone 16 80 mmol と 3 滴の Ti () 2-ethylhexanoate を系に加えた 120 oCで 24時間撹拌した。反

応溶液に 300 mLの THFを加え、hexane / diethylether = 1/1 の混合溶媒に滴下することで白色粉末を得た。得

られた個体を THF200 mL に再度溶解し、 hexane / diethylether = 1/1 の混合溶媒に滴下、析出物を終夜真空乾

燥することで poly(-caprolactone) 17 を得た。(Scheme 4-3) 

 1H NMR: (CDCl3-d, 300 MHz): = 1.25-1.45 (-CH2-CH2-CH2¬-OCO-, broad, 2n-1H), = 1.50-1.70 (-CH2-

CH2-OCO-, -CH2-CH2-CH2-CH2¬-OCO-, broad, 4n-1H),= 2.20-2.40 (-OCO-CH2-, broad, 2n-1H),= 3.60 (CH2-OH 

terminal of chain, t, 2H),= 4.00-4.20 (-CH2-OCO-, broad, 2n-1H). GPC: Mn = 10,200 gmol-1, Mw/Mn = 1.31 
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Scheme 4-3 poly(-caprolactone)の合成 

 

(iii) 高分子合成の評価 

 作製した高分子の重合比については H NMR spectroscopy (JEOL, Tokyo, Japan)、及び  gel permeation 

chromatography (JASCO International, Tokyo, Japan),によって測定した。 

 

4-2-2 高分子反応による水酸基含有高分子に対する PS 基の導入 

 窒素雰囲気、氷冷条件下にて N-Boc-L-serine tert-butyl ester 1 20 mmol と O-tert-butoxy-N,N,N,N,-tetraisopropyl 

phosphorodiamidite 2 20 mmolを dichloromethane 200 mLに混和し、imidazole hydrochloride を4.4 mmol 加え、室温で

21時間撹拌した。反応溶液を 4つに分け、それぞれの反応系に poly(NIPAAm-st-HEAAm) 11、 poly(BMA-st-HEMA) 

14、poly(-caprolactone) 17、 Pluronic® F127 18 (5.5 mmol/水酸基) を加えた後、それぞれの反応溶液に imidazole 

hydrochloride 14 mmol を 3 回に分け 45 分毎に添加した。150 分室温で撹拌した後透析膜(スペクトラ ポア 7/ MWCO; 

1000)、2-propanolを用いて 4oCの条件で透析を行った。3日間透析を行った後、透析内容液に tert-butyl peroxide 

15 mmol を加え、室温で 4時間撹拌した後透析膜(スペクトラ ポア 7/ MWCO; 1000)、2-propanolを用いて 4oC

の条件で透析を行った。2 日間透析を行ったのち、内容液を回収し、真空乾燥することで poly(NIPAAm-st-

HEAAm)-t-Bu/BOC-PS 19、  poly(BMA-st-HEMA)-t-Bu/BOC-PS 20、 poly(-caprolactone)-t-Bu/BOC-PS 21、 

Pluronic -t-Bu/BOC-PS 22 を得た。poly (NIPAAm-st-HEAAm)-t-Bu/BOC-PS 19、 poly(BMA-st-HEMA) -t-Bu/BOC-

PS 20、poly(-caprolactone)-t-Bu/BOC-PS 21、 Pluronic-t-Bu/BOC-PS 22 をそれぞれ 2gずつ秤量し、20 mL の

dichloromethaneに溶解し、trifluoroacetic acid 5 mLを添加し 12時間室温で撹拌した。そのご、反応溶媒を真空乾

燥にて完全に除去し、2-propanolに溶解し透析膜(スペクトラ ポア 7/ MWCO; 1000)を用いて 2-propanol中、4oC

で透析を行った。12時間毎に外液を交換し、2-propanol で 4 回 0.01 M 4NA(EDTA・4Na) 水溶液にて 2回、イ

オン交換水にて 4回透析操作を行った。透析液を回収し、凍結乾燥操作を行うことによって、poly(NIPAAm-

st-HEAAm) 23、poly(BMA-st-HEMA)-PS 24、poly(-caprolactone)-PS 25、 Pluronic-PS 26 をそれぞれ回収した

(Scheme 4-4)。 

本反応で得られた poly(NIPAAm-st-HEAAm)-t-Bu/BOC-PS 19、 poly(BMA-st-HEMA)-t-Bu/BOC-PS 20、poly(-

caprolactone)-t-Bu/BOC-PS 21、 Pluronic -t-Bu/BOC-PS 22、poly(NIPAAm-st-HEAAm) 23、poly(BMA-st-HEMA)-

PS 24、poly(-caprolactone)-PS 25、 Pluronic-PS 26 については 1H NMR スペクトル測定を行った。 

加えて、poly(NIPAAm-st-HEAAm) 23、poly(BMA-st-HEMA)-PS 24、poly(-caprolactone)-PS 25、Pluronic -PS 26 

における 31P NMR による PS 基導入の評価を行った。 

 1H NMR of poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS (23): (CD3OD-d4, 300 MHz): = 1.00-1.20 (-CH(CH3)2, broad, 

6H),= 1.44 (-C(CH3)3, multi, 27H) 3.80-4.10 (-CH(CH3)2, broad, 1H).  

 1H NMR of poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS (19): (CD3OD-d4, 300 MHz):= 0.80-1.10 (-CH3, -CH3 in the 

chain broad, 6H), = 1.40 (-CH2-CH3, s, 2H ),= 1.50 (-C(CH3)3, multi, 27H),= 1.60 (-CH2-CH2-CH3, s, 2H). 
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 1H NMR of PCL-PS (20): (CDCl3-d, 300 MHz):= 1.20-1.40 (-CH2-CH2-CH2¬-OCO-, broad, 2H ), = 1.45 

(-C(CH3)3, multi, 27H),= 1.50-1.70 (-CH2-CH2-OCO-, -CH2-CH2-CH2-CH2¬-OCO-, broad, 4H),= 2.20-2.40 (-OCO-

CH2-, broad, 2n-1H),= 4.00-4.20 (-CH2-OCO-, broad, 2H). 

 1H NMR of Pluronic-PS (21): (CDCl3-d, 300 MHz):= 1.00-1.10 (-CH3, broad, 3H), = 1.45 (-C(CH3)3, multi, 

27H). 

 

Scheme 4-4 高分子反応による水酸基含有高分子に対する PS基の導入 

 

4-2-3 作成した高分子の細胞毒性・抗炎症活性の評価 

(i)細胞毒性の評価 

 RAW264.7 を 5×104 cells/90 Lの濃度で 96 well cell culture plate (IWAKI)に播種し、37oC、5%CO2条件にて

24 時間静置することで RAW264.7 を培養した。PEI、poly(NIPAAm-st-HEAAm)、poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS 

をそれぞれ 1 g/mL, 10 g/mL, 100 g/mL, 1 mg/mL, and 10 mg/mL の濃度となるように添加し同条件で 24時

間培養した。その後、培養液を除去、PBS で 2 回洗浄し 90 L の培地と 10 L の Alamar Blue 溶液を加え、

37oC、5%CO2条件にて１時間静置した。その後、fluorescent plate reader (Perkin Elmer, 1420 multilabel counter, 

MA, USA) (excitation;  = 550, emission;  = 590)にて蛍光強度を測定した。 

 

(ii)抗炎症活性の評価 

 RAW264.7 を 1×105 cells/180 Lの濃度で 96 well cell culture plate (IWAKI)に播種し、37oC、5%CO2条件にて
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12 時間静置することで RAW264.7 を培養した。poly(NIPAAm-st-HEAAm)、poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS をそ

れぞれ 1 g/mL, 10 g/mL, 100 g/mL, 1 mg/mL, and 10 mg/mL の濃度となるように添加し同条件で 24時間培

養した。その後、LPS(E. Coli K12)を濃度が 1 g/mL となるように添加し、同条件で 24時間培養を行った。 

QUANTI-Blue solution を使用手続きどおりに調整し、これを 90 L 96 well cell culture plate に分注した。これ

に培養液の上澄み 10 L をそれぞれ添加し、37 C で 2 時間インキュベートした。吸光プレートリーダー

(Benchmark Plus, BIO-RAD, CA, USA) ( = 620 nm)にて吸光度を測定することによって系中の分泌型アルカリ

ホスファターゼ(SEAP)の量を比較することで Nuclear factor-kappa B (NF-B)の発現量を評価した。 

4-3 結果 

4-3-1 水酸基含有高分子の作製 

 4 種の高分子におけるH NMR spectroscopy、及び gel permeation chromatography の測定結果を以下に示す

(Table 4-1)。 

 

Table 4-1 前駆体ポリマーの分子量及びモノマー重合比 

 

 

4-3-2 高分子反応による水酸基含有高分子に対する PS 基の導入 

(i) poly(NIPAAm-st-HEAAm)に対する導入の評価 

 poly(NIPAAm-st-HEAAm) 11、poly(NIPAAm-st-HEAAm)-t-Bu/BOC-PS 19、及び poly(NIPAAm-st-HEAAm) 23

の 1H NMRスペクトルと化学構造式を Fig. 4-1 にまとめた。Fig. 4-1 では PS 導入前、導入後、脱保護後のス

ペクトルが示されており、tert-Bu基と BOC基に由来する ppm=1.4付近のピークについて議論可能であった。

結論として、PS 基導入によって tert-Bu基と BOC 基由来のピークの出現が確認でき、脱保護操作によって t-

Bu基と BOC基由来のピークの消失が確認できた。以上の結果より、poly(NIPAAm-st-HEAAm) 11 に対する PS

基の導入が有意に進行している事が明らかとなった。導入率は 84.6%であった。 



第 4章                     高分子反応による汎用高分子への抗炎症活性部の導入 

47 

 

 

Fig. 4-1 1H NMRスペクトルによる poly(NIPAAm-st-HEAAm)に対する PS 基導入の評価 

 

(ii) poly(BMA-st-HEMA)に対する導入の評価 

 poly(BMA-st-HEMA) 14、poly(BMA-st-HEMA)-t-Bu/BOC-PS 20、poly(BMA-st-HEMA)-PS 24 の 1H NMR スペ

クトルと化学構造式を Fig. 4-2 にまとめた。Fig. 4-2 では PS導入前、導入後、脱保護後のスペクトルが示され

ており、tert-Bu 基と BOC 基に由来する ppm=1.4 付近のピークについて議論可能であった。結論として、PS

基導入によって tert-Bu 基と BOC 基由来のピークの出現が確認でき、脱保護操作によって tert-Bu 基と BOC

基由来のピークの消失が確認できた。以上の結果より、poly(BMA-st-HEMA) 14 に対する PS基の導入が有意

に進行している事が明らかとなった。導入率は 81.9%であった。 

 

Fig. 4-2 1H NMR スペクトルによる poly(BMA-st-HEMA)に対する PS基導入の評価 
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(iii) poly(-caprolactone)に対する導入の評価 

 poly(-caprolactone) 17、poly(-caprolactone)-t-Bu/BOC-PS 21、poly(-caprolactone)-PS 25 の 1H NMR スペクト

ルと化学構造式を Fig. 4-3にまとめた。Fig. 4-3 では PS 導入前、導入後、脱保護後のスペクトルが示されてお

り、tert-Bu基と BOC 基に由来する ppm=1.4 付近のピークについて議論可能であった。結論として、PS 基導

入によって t-Bu 基と BOC 基由来のピークの出現が確認でき、脱保護操作によって t-Bu 基と BOC 基由来の

ピークの消失が確認できた。以上の結果より、poly(-caprolactone) 17 に対する PS基の導入が有意に進行して

いる事が明らかとなった。導入率は 69.6%であった。 

 

Fig. 4-3 1H NMR スペクトルによる poly(-caprolactone)に対する PS基導入の評価 

 

(iv) Pluronic に対する導入の評価 

 Pluronic 18、Pluronic-t-Bu/BOC-PS 22、Pluronic -PS 26 の 1H NMR スペクトルと化学構造式を Fig. 4-4 にまと

めた。Fig. 4-4 では PS導入前、導入後、脱保護後のスペクトルが示されており、tert-Bu基と BOC 基に由来す

る ppm=1.4 付近のピークについて議論可能であった。結論として、PS基導入によって tert-Bu基と BOC 基由

来のピークの出現が確認でき、脱保護操作によって tert-Bu 基と BOC 基由来のピークの消失が確認できた。

以上の結果より、Pluronic 18に対する PS基の導入が有意に進行している事が明らかとなった。導入率は 14.1%

であった。 
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Fig. 4-4 1H NMRスペクトルによる Pluronic に対する PS 基導入の評価 

 

(v) 31P NMR による PS 基導入の評価 

poly(NIPAAm-st-HEAAm) 23、poly(BMA-st-HEMA)-PS 24、poly(-caprolactone)-PS 25、Pluronic -PS 26 

における 31P NMR 測定を行い、Fig. 4-5 にまとめた。本反応にて導入した PS 基は 5価のリン酸エステルを有

しており、31P NMR においてリン酸エステルは 0ppm周辺にピークを生ずることが知られている。Fig. 4-5で

は、今回合成を試行した 4 つの高分子全てにおいて 0ppm 付近にリン酸エステル由来のピークを確認した。

ピーク自体は単ピークではなく複数に分かれており、不純物を含んでいる可能性があるが、この結果は水酸

基を含有する高分子に対して PS基の導入が行われたことを示唆する結果であると考えられる。 

 

Fig. 4-5 31P NMR 測定による PS基導入の評価 
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4-3-3 作成した高分子の細胞毒性・抗炎症活性の評価 

 高分子反応にて PS 基を導入した高分子の細胞毒性について RAW264.7 を用いて評価した。poly(NIPAAm-

st-HEAAm) 11、poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS 23、及び PEI を任意の濃度で RAW264.7 に播種した場合の細胞

生存率を Fig. 4-6 にまとめた。PEIは多価のポリカチオン性の高分子でありポリアニオンである DNAとポリ

イオンコンプレックスを形成することが知られており、遺伝子送達担体としてよく使用されている 5。この

PEI は比較対象群として使用しており、10 g/mLから細胞生存率が 50％を切り、毒性を示し始めることが明

らかとなった。一方で poly(NIPAAm-st-HEAAm) 11、poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS 23、では 1 mg/mLの濃度域

までは細胞は死滅しておらず、低毒性を示していることが明らかとなった。また、PS 基の導入前後で

poly(NIPAAm-st-HEAAm)と poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS 間の濃度依存滴細胞毒性のプロファイルに有意差が

見られなかった。このことは、PS 基の導入による毒性の上昇は見られなかったことを示唆している。 

 

 

Fig. 4-6 PS 基導入高分子(poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS)の細胞毒性試験 

 

 次に、poly(NIPAAm-st-HEAAm) 11、poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS 23 の RAW264.7 に対する抗炎症活性に

ついて評価を行った(Fig. 4-7)。10 mg/mLの濃度では poly(NIPAAm-st-HEAAm) 11、poly(NIPAAm-st-

HEAAm)-PS 23 共に NF-B の発現は見られなかった。これは、Fig.4-6 から分かる通り、10 mg/mLの濃度で

はどちらのサンプルにおいてもほとんどの細胞が死滅しているため、NF-B の発現に起因して産生するアル

カリフォスファターゼがそもそも賛成されていないことに起因すると考えられる。一方で、1 mg/mLの濃度

域では未反応の poly(NIPAAm-st-HEAAm)ではコントロール群と同様の NF-B 発現を示しているのに対し、

poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS では顕著な NF-B 発現の低下が確認された。Fig. 4-6 における同濃度域の細胞

生存率は比較対象群と変わらない値を示しているため、1 mg/mLの濃度における poly(NIPAAm-st-HEAAm)-

PS における NF-B の抑制は、PS 基の導入による抗炎症活性の発現に起因すると考えられる。 
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Fig. 4-7 PS 基導入高分子(poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS)の抗炎症活性試験 

4-4 結言 

 2 章では、メタクリル系モノマーである HEMA に対して PS 基を導入することで MPS モノマーを合成し、

ラジカル重合にて高分子量体である poly(MPS)を合成した。３章では作製した poly(MPS)が抗炎症活性を有す

ることを明らかとした。加えて、ホスファチジルコリン模倣モノマーである MPC とのランダム共重合体は

MPS 単体のホモポリマーと比してより効率的に抗炎症活性を誘導することを明らかとした。これら結果は

MPS を活用する上でラジカル重合可能なコモノマーと併用する上では大きな利点であるが、メタクリル系モ

ノマーであるが故に、非ビニル系の高分子材料への応用は困難であった。非ビニル系高分子としては poly 

ethylene glycol(PEG)や poloxamer、poly(-caprolactone) (PCL)等のポリエーテル、ポリエステル系の高分子がよ

く知られている。これらの高分子は優れた生体適合性や生分解性など、生体内で活用する際に優れた特性を

有するため現在では様々な医療デバイスの基盤材料として使用されている。このような優れた機能性高分子

に対する抗炎症活性部位の簡便な導入法を確立できれば、これまで以上に優れた医療デバイスの作製が可能

となる。 

 以上を踏まえ本章では、MPS 合成に利用したホスホロアミダイト法を重合済みの高分子材料に応用する手

法を開発した。PS 基を付加するための高分子材料として、poly(-caprolactone), poloxamer, poly(BMA-st-HEMA), 

poly (NIPAAm-st-HEAAm)を選択した(BMA; Butyl methacrylate, NIPAAm; N-isopropyl acrylamide, HEAAm; 2-

hydroxyethyl acrylamide)。poly(-caprolactone)は開環重合、 poly(BMA-st-HEMA)と poly(NIPAAm-st-HEAAm)は

フリーラジカル重合にて作製した。これらの 4 種の高分子はいずれもそれぞれ側鎖、もしくは末端に水酸基

を有しており、この水酸基に対して PS 基を導入した。各高分子の水酸基に対して 5 当量の N-α-(tert-

butoxycarbonyl)-L-serine tert-butyl ester と tert-butyl tetraisopropylphosphordiamidite を dichloromethane 中で反応を

行った。得られた高分子に対して 3 当量の tert-butyl peroxide を用いてリン原子を酸化し、次いで 3 当量の

trifluoroacetic acid と反応することで脱保護反応を行った。 

 得られた 4種の高分子を 31P NMR によって測定し結果、いずれのスペクトルにもリン酸エステル由来のピ

ークを確認し、ホスホロアミダイト法が有意に進行していることを確認した。また、1H NMR 分光法によっ

て PS 基の導入率を算出した結果、poly(-caprolactone), poloxamer, poly(BMA-st-HEMA), poly(NIPAAm-st-

HEAAm)に対する導入率はそれぞれ、69.6%、14.1%、81.9%、84.6%であった。 

 また、得られた PS修飾 poly(NIPAAm-st-HEAAm) (poly(NIPAAm-st-HEAAm)-PS)の RAW 264.7 における用量

依存的な細胞毒性を Alamar Blue Assayにて、抗炎症活性を SEAP reporter gene assay にて測定した。結果とし

て、1 mg/mLの濃度域における低細胞毒性と NF-B 活性の抑制を同時に確認した。NF-B は炎症のプロモー
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ターの役割を果たす転写因子であるため、RAW 264.7 における NF-B の抑制は炎症活性の抑制を意味してい

る。本章における到達点は、①種々の反応高分子が有する水酸基に対して PS 基を導入することに成功した

点、②得られた PS修飾高分子は優れた生体親和性を示しながらも、濃度に依存して抗炎症活性を発現したと

いう 2 点である。第３章におけるアプローチの優位性はポリエーテルやポリエステル系のラジカル重合で調

製が困難な高分子の末端に PS 基を導入することが可能である点、重合後の高分子を使用することから PS修

飾前後で高分子全体の分子プロファイルに大きな変化が起こりづらい点の二点である。しかし、導入に際し

ては副反応の制御が困難であるという側面もあり、副生成物が高分子鎖に担持されてしまうという問題点を

抱えていた。本章では合成を行う際に、より厳密な化学当量の制限を行うことでこの問題点を解決した。 
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５章 糖認識機能を有するレクチン模倣高分子の作製 

5-1 緒言 

 本章では、生体において糖鎖-レクチン相互作用が炎症、胚発生、細胞発生、および腫瘍進行などの多くの

生物学的プロセスにおいて重要な役割を演じることに着目し、糖認識機能を有する高分子を作製し、その基

本的な糖認識機能の評価を行った。レクチンとは微生物・動植物に存在するタンパク質または糖タンパク質

のうち、特定の構造を有する糖・糖鎖を特異的に認識するタンパク群の総称である 1。ヒトにおける糖―レク

チン相互作用でおそらく最も有名な例は ABO 式血液型による血液型診断である。ABO 式血液型とは 1901年

に Landsteiner によって発見された概念であり、赤血球膜の表面に存在している糖鎖(ABO 式血液型抗原決定

基)の種類によって大まかに 4 種類の血液型に分類される 2。今日では輸血の際にまず議論される要素となっ

ている。このように細胞生物学的な側面から見ると細胞表面に存在する糖鎖は、細胞の表現型を直接的に分

析または同定するための理想的な標的であると考えられる。大きな理由として、糖鎖が細胞表面の最も外側

に存在するということ、細胞表面糖鎖のプロファイルは、生物学的・組織学的において独立を保っていると

いうこと、たとえ同一種であっても発生、細胞の活性化、分化、悪性形質転換、炎症といった生理応答のス

テージの変化によって糖鎖プロファイルが変化しうるという事が挙げられる 3, 4。つまり糖鎖-レクチン相互作

用は広範に渡る生物学的現象において細胞の種類やその状態を表していると言える。更に糖鎖において興味

深いことは、この情報自体が我々の遺伝子に直接コードされておらず、発現および活性が細胞内外の環境変

化によって著しく影響を受ける多数のグリコシダーゼやグリコシルトランスフェラーゼといった酵素の複雑

な系によってコントロールされるという点である。 

 糖-レクチン相互作用はその特異性からガンや慢性疾患の検出に有効であるといった実用的な研究成果も

報告されている。例えば、肝臓がんにおける-フェトプロテイン N型糖鎖のフコシル化やフコース1-3 結合

の増加、子宮体がんにおける H 型糖鎖の発現、膵がんにおけるフコシル化糖鎖の増加など、様々な発現型の

変化が報告されており腫瘍マーカーとして利用されている 5-8。このように、いわばバイオマーカー的な利用

法が一般的となっている糖鎖であるが、近年では再生医療分野の発展に伴い、iPS細胞の分離技術として糖鎖

-レクチン相互作用が商業ベースで利用されるようになってきた。平林、舘野らのグループは、レクチンマイ

クロアレイ法により、未分化 iPS細胞に特異的に発現している糖鎖(H1型[Fucα1–2Galβ1–3GlcNAc (GalNAc)]、

H3 型(Fucα1–2Galβ1–3GlcNAc)、 Lewis B 型(Fucα1–2Galβ1–3GalNAc))と特異的に結合するグラム陰性菌より

単離された TNF-様リコンビナントレクチン rBC2LCN を発見した 9-11。平林、舘野らのグループは、このレ

クチンに蛍光色素や緑膿菌毒素をコンジュゲートさせることによって未分化 iPS 細胞のイメージング・除去

技術を確立すると同時に、膵臓がんにも iPS 細胞と同様の糖鎖が発現していることに着目し、膵臓がんにお

ける抗体医薬に変わるレクチン医薬という概念も提唱している 12, 13。 

Fig. 5-1 未分化 iPS/ES 細胞除去技術の概要 14 
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 このように糖鎖は細胞腫毎に特異な糖鎖構造を有しており、細胞同士の情報伝達や細胞間相互作用の仲介

を担う生命分子であることがわかる。これに加え、糖鎖が自己・非自己の判別に利用されていることに関与

することも知られている。一般的に人間の細胞が取り扱える糖鎖の構成要素は 10 種程度でありこの構成要素

の組み合わせや結合様式の組み合わせは多様であるが、糖鎖を合成する酵素と産生物には厳密な特異性があ

るため、その細胞種・生物種に特異的な糖鎖構造をそれぞれ有する事が知られている。例えば病原菌やウィ

ルスが細胞に感染する際に最初に認識する部分は感染先の糖鎖であるし、これらを除去する免疫系が認識す

る部分も細菌・糖鎖表面の糖鎖である。このような背景から糖鎖-レクチン相互作用を制御する技術は将来的

に免疫系を操作し得る可能性を有している。実際に、白血球に発現している Sialyl Lewis X と呼ばれる糖鎖

と、血管内皮細胞に発現しているセレクチンとの相互作用を阻害するセレクチン阻害剤である(Rivipansel®；

GlycoMimetics)は鎌状赤血球症における炎症性の vao-occulusive crisis(VOC)の効果的な治療薬であると注目を

集めている。15 

Fig. 5-2 白血球の炎症部位への浸潤と糖鎖-レクチン相互作用の関係 

 

 このように近年では糖鎖-レクチン相互作用の制御に関してのの有用性は強く示されている一方で、レクチ

ンがタンパク質骨格であるが故の分子設計自由度の限界が技術的制約になっている。このレクチンの構造的

に弱いとされる部分を解決するために、様々な研究者によってレクチンの合成アナログの開発が試みられて

いる。このような背景のもと、cis-diol と可逆的な共有結合を形成することが可能なフェニルボロン酸(PBA)

が糖を認識するための官能基として注目を集めている。PBAの実際の利用法として、グルコース濃度上に応

じてインスリンを放出する自己調節型のデリバリーシステムが報告されている 16。 
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 このように PBA は糖認識や糖応答デバイスに関して非常に有望な手段であるが、PBA-糖相互作用の安定

性は pH に大きく依存する事が知られている。PBA のホウ酸部分の pKa は約 9 であり、糖との強い相互作用

を示すためにはホウ素原子が 4価である必要がある。つまり生理学的 pH(7.4)での効率的な糖認識は比較的困

難である(Fig. 5-3)。 

 このような背景のもと、D. Hall らの研究グループは benzoxaboroleと呼ばれるホウ素を含有する官能基ボロ

ン酸よりも低い pH 領域基置いて糖へ高い親和性を示すことが見出した(Fig. 5-4) 17。この官能基は実際に、

PBS 中(pH=7.4)でグルコースやガラクトースに対して高い親和性を示すことが報告されており、これを高分

子化することで糖応答性のスマート高分子が報告されるようになってきた 18, 19。 

このような背景のもと、benzoxaborole 基は新たな糖・糖鎖認識プローブとしての可能性を秘めているが、一

方で種々の糖や糖鎖との具体的な相互作用について明らかになっていないことが多い。そこで本章では、

benzoxaborole 基に重合性官能基を付加した benzoxaborole モノマー (MAAmBO; 5-methacrylamide-1,2-

benzoxaborole )を設計し、これを温度応答性高分子である NIPAAmと HEAAmとの共重合体(poly(NIPAAm-st-

HEAAm-st-MAAmBO))を作製した(Fig. 5-5)。  

Fig. 5-3 フェニルボロン酸(PBA)の化学構造と糖認識メカニズム 

Fig. 5-4 benzoxaborole の化学構造と糖認識メカニズム 
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5-2 実験 

5-Amino-2-hydroxymethylphenylboronic acid HCl salt は Combi-Blocks 社 (CA, USA)より購入した。Methacryloyl 

chloride、D-glucose、L-glucose、2-deosy-D-glucose、D-fructose、D-psicose、D-maltose、D-trehalose、D-lactose、

isomaltotriose は東京化成工業株式会社(東京)より購入した。N-Isopropyl acrylamide (NIPAAm)、N-hydroxyethyl 

acrylamide (HEAAm) 、 2-(2-carboxyethylsulfanylthiocarbonylsulfanyl)propionic acid (CSTSP) 、 ethanol 、 N,N-

dimethylformamide (DMF)、n-hexane、benzene、dimethyl sulfoxide (DMSO)、1,2-ethanedithiol, DL-dithiothreitol (DTT)、 

sodium hydroxide、hydrochloric acid、alumina、deuterium oxide、は和光純薬工業株式会社(大阪)より購入した。 

4,4'-Azobis(4-cyanovaleric acid) (ACVA)と Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS)はシグマアルドリッチジャ

パン(東京)より購入した。Cy3- maleimide は Thermo Fisher Scientific (MA, USA)より購入した。 

 

5-2-1 糖認識モノマーの合成 

 5-Amino-2-hydroxymethylphenylboronic acid HCl salt (5.0 g, 26.95 mmol) を 2N NaOH 水溶液 (20 mL), に溶解

し、0 oCに冷却した。15分撹拌し、methacryloyl chloride (5.5 mL, 56.5 mmol)を滴下し、氷浴下で 3時間撹拌し

た。1N HCl を反応系に滴下することで中和を行い、乳白色の析出物を回収し、0.1N HCl で洗浄し、終夜真空

乾燥を行うことで 5-methacrylamido-1,2-benzoxaborole(MAAmBO)を得た(Scheme 5-1)。 

Fig. 5-5 細胞表面糖鎖による生体分子認識とレクチン模倣高分子の模式図 
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5-2-2 温度応答性糖認識ポリマー(レクチン模倣ポリマー)の合成 

 NIPAAm (267 mg, 2.36 mmol)、HEAAm (114 mg, 0.990 mmol)、MAAmBO (64.0 mg, 0.295 mmol)、CSTSP (7.56 

mg, 29.7 mol)、ACVA (1.70 mg, 6.06 mol)を 6.6 mLの DMF に溶解した。-30 oC条件下で窒素バブリングを行

うことで溶存酸素を除去し、70 oCで 24 時間重合反応を行った。重合後、反応溶液にアセトンを加え、diethyl 

ether に滴下することで粉末状の poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)を得た(Scheme 5-2)。 

 1H NMR: (D2O with 10mM NaOH, 300 MHz): = 3.10-3.40 (NH-CH2-, broad, 2H), = 3.77-4.00 (-CH(CH3)2, 

broad, 1H ),= 7.00 -7.60(Bn, broad, 3H). GPC: Mn = 9.6×103 gmol-1, Mw/Mn = 1.40. 

 

 

 

5-2-3 単糖、二糖とレクチン模倣ポリマーの相互作用強度の評価 

 Poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)を濃度が 5mg/mL となるように PBS に溶解した。この溶液に 1、5、

10 mg/mL となるように D-glucose、D-fructose、D-psicose、L-glucose、D-deoxyglucose、D-maltose、D-trehalose、

Scheme 5-2 poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)の合成 

Scheme 5-1 5-methacrylamido-1,2-benzoxaborole(MAAmBO)の合成 
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isomaltotoriose をそれぞれ添加し、紫外可視分光光度計(V-650)(JASCO)を用いて温度変化による濁度変化を測

定した。 

 

5-2-4 糖アレイ解析を用いたレクチン模倣ポリマーの糖認識機能の評価 

 作製した poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)の種々の糖鎖との相互作用強度を糖鎖マイクロアレイ法に

て評価した。複合糖質マイクロアレイは、舘野らによって報告された方法と同様に調製した。また、結合ア

ッセイも同様に実施した。Cy3 標識 poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)をプロービング緩衝液(0.8%NaCl、

1%(v / v) Triton-X、1mM MnCl2、1mM CaCl 2含有 25mM Tris-HCl、pH7.4)に溶解し、マイクロアレイにチャー

ジした (100L/well）。20oC で 24 時間インキュベートし、エバネッセント活性化蛍光スキャナーSC-

Profiler(Moritex、Tokyo)を用いて蛍光画像を得た。各スポットのエバネッセント蛍光強度は、バックグラウン

ド値を参照に差し引いて算出した。 

 

5-3 結果 

5-3-1 糖認識モノマーの合成 

 5-2-1 にて得た白色粉末を DMSO-d6 に溶解し、1H NMR 測定を行った(Fig. 5-6)。結果として、全てのピー

ク位置と積分値の同定が可能であった。 

 

Fig. 5-6 5-methacrylamido-1,2-benzoxaborole(MAAmBO)の 1H-NMR スペクトル 

 

5-3-2 温度応答性糖認識ポリマー(レクチン模倣ポリマー)の合成 

 5-2-2 にて作製した poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)を 0.1N の NaOD/D2O 溶液に溶解し、1H NMR 測

定を行った(Fig. 5-7)。このスペクトルにおいて、 of NIPAAm, HEAAm, and MAAmBO can be assigned as follows: 

NIPAAm由来のピークは = 3.9 ppmに位置し(メチン基; a)、HEAAm由来のピークは = 3.3 ppmに(メチロー

ル基; c, d)、MAAmBO 由来のピークは = 7.2-7.4に見られた(芳香環; e)。これらのピークと積分値を比較する

ことで、NIPAAm、HEAAm、MAAmBO の重合比は 62 : 27 : 11 (mol%)であると算出できた。 
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Fig. 5-7 poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)の 1H-NMR スペクトル 

 

 

5-3-3単糖、二糖とレクチン模倣ポリマーの相互作用強度の評価 

 poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)の PBS 溶液の温度依存的濁度変化を評価した。具体的には、加温す

る際に波長500nm の参照光を照射し、透過光強度が 50%に減衰した温度を曇点(TCP)と定義し、この TCPの

変化量によって高分子と糖の相互作用の強度を議論した。Fig. 5-7 では D-glucose、D-fructose、D-psicose の添

加による poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)の曇点の変化をプロットした。溶液温度が 30oC の場合は全

ての条件で溶液は透明であったが、温度の上昇に伴って無添加、D-glucose、D-fructose、D-psicose の順に白濁

していった。poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)のみの TCPは 34.8oCであった。また、各糖の濃度 10mg/mL

における D-glucose、D-fructose、D-psicose の TCP変化量(TCP)はそれぞれ、6.8oC、22.7 oC、42.9 oC であった。

この傾向は、D -プシコースが MAAmBO に対して最も高い親和性を有することを示唆している。Benzoxaborole

の D-glucose、D-fructose に対する具体的な解離定数 Kaはそれぞれ 28±4 および 336±43(M-1)であると報告さ

れている。したがって、Benzoxaborole に対する D-psicose の Ka値はフルクトースと比して高いことが予測で

きる。D-glucose と比較して D-fructose のΔCP が大きい理由として、D-glucose よりも還元型のアルデヒド構造

Fig. 5-8 単糖添加における poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)溶液の曇点のシフト 
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を 1000倍取りやすいことに起因すると予測できる。 

 

 次に、MAAmBO の単糖の光学活性認識能を D-glucose、L-glucose を用いて評価を行った。加えて、水酸基

を一つ除去したグルコース(D-deoxyglucose)における温度変化における濁度プロファイルも測定した(Figure 5-

9)。結果として、D-glucoseと L-glucoseにおける温度変化における濁度プロファイルはほぼ同じ形状を示した。

この結果はMAAmBOはグルコースの光学活性を認識しないという結果を示唆している。また、D-deoxyglucose

の濁度変化プロファイルは糖非添加群と同様の形状を示した。D-glucose と D-deoxyglucose の分配係数 LogP

はそれぞれ-3.6、-2.9であり(estimated by ChemAxon)、値としての違いは小さいにもかかわらず、このような

大きな差が得られた。この原因として D-deoxyglucose の水酸基が一つ少ないことによる親水性の低下が問題

ではなく、2 位の水酸基が除かれた事による benzoxaborole との相互作用の低下が主な理由であると考えられ

る。 

 Fig. 5-10 は 2 糖(D-maltose、D-trehalose)、3 糖（isomaltotoriose）をそれぞれ 10mg/mL の濃度で添加した場合

の poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)溶液(5mg/mL in PBS)の温度依存的濁度変化を示している。ポリマー

のみの曇点は 34.4oCであり、種々の糖を添加した場合の曇点はそれぞれ D-maltose 34.5 oC、D-trehalose 34.8 oC、

isomaltotoriose 36.6 oCであった。二糖・三糖の添加における曇点のシフトは D-glucose のそれと比して小さい

Fig. 5-9 グルコース誘導体添加条件における poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)溶液の温度依存性濁度

変化 

Fig. 5-10 二糖・三糖添加条件における poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)溶液の温度依存性濁度変化 
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ことが確認できる。測定条件的に質量で濃度を統一しているため、モル濃度で計算を行うと二糖は約半分、

三糖では約 1/3となり、曇点シフトの低下の一因であるとかんがえられる。しかし一方で、糖分子は強い親水

性を有するため、poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)と同数の糖が相互作用した場合、分子量の大きな糖

と相互作用した高分子鎖がより親水化する事が予想される。つまりこの結果が示すことは、poly(NIPAAm-st-

HEAAm-st-MAAmBO)における糖認識において、新疎水性の物性変化は糖の分子量の大きさによりも相互作

用する糖の量による寄与がより支配的であることが予想できる。 

 

5-3-4 糖アレイ解析を用いレクチン模倣ポリマーの糖認識機能の評価 

 計 98種の一般的な糖・糖蛋白と poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)との相互作用強度を、糖アレイを用

いて測定した(Fig. 5-11)。Fig. 5-11 ではトランスフェリン・チログロブリン及びアシアロ、アガラクト修飾体

に特異的な相互作用を示唆する結果を示している。トランスフェリン、チログロブリンには共に N 型糖鎖を

有する糖タンパク質であり、アシアロ TF,TGはタンパク上に生えている N型糖鎖端のシアル酸を除去した糖

タンパクである。また、アガラクト TF は N 型糖鎖端のシアル酸を保持しているガラクトースまでを除去し

たモデルであり、理論上 N-アセチルグルコサミンを最末端に有するモデルである。結果を見ると、

poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)はネイティブな TF,TGと比してアシアロ TF,TGとより強く相互作用す

る傾向を示し、一方でアガラクト化した TFでは上昇した相互作用は減少し、ネイティブな TFと同様の値を

示した。この結果から、poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)はアシアロ化された N 型糖鎖と選択的に相互

作用するとみることもできるが、他のガラクトース末端を有する糖鎖との特異的な相互作用は確認できなか

った。この結果は、MAAmBO、及び poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)はネイティブ TFTG、と相互作用

すること、また TF,TG上の N 型糖鎖がアシアロ化された場合更に強く認識することを示している。 

 

 



第 5章                        糖認識機能を有するレクチン模倣高分子の作製 

62 

 

 

Fig. 5-11 糖鎖マイクロアレイ解析を用いた poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)の糖鎖認識特異性 
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Table 5-1 糖鎖マイクロアレイにて評価を行った糖鎖の短縮名、提示様式、糖鎖構造 (前半) 
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Table 5-2 糖鎖マイクロアレイにて評価を行った糖鎖の短縮名、提示様式、糖鎖構造 (後半) 
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5-4 結言 

 本章にて作製した高分子の主要構成成分は NIPAAmから成り立っており、NIPAAmは温度に応答して水へ

対する相溶性を大きく変化させる挙動を示すことが知られており、また、その際の温度は高分子鎖の親水性

に大きく影響をうけることが知られている。これを踏まえ、得られた高分子を PBS 中に溶解し、単糖(D-glucose、

D-fructose、D-psicose)を種々の濃度で添加し、加温していった際の PBS に対する相溶性の変化を追跡した。溶

液温度が 30oCの場合は全ての条件で溶液は透明であったが、温度の上昇に伴って無添加、D-glucose、D-fructose、

D-psicose の順に白濁していった。また、糖種・濃度依存的な高分子溶液の TCP (Cloud point)の変化も確認でき

た。濃度 10mg/mL における D-glucose、D-fructose、D-psicose の TCP変化量(TCP)はそれぞれ、6.8oC、22.7 oC、

42.9 oCであった。この傾向は、D-psicose が benzoxaborole に対して最も高い親和性を有することを示唆してい

る。次に、Benzoxaborole基の光学活性識別能についてグルコース誘導体を用いて評価した。結果として、D-

glucose、L-glucose、どちらを添加した高分子溶液においても、同様の温度依存濁度変化プロファイルを示し

た。このことは、benzoxaborole が単糖の認識に於いては光学活性を認識し得ないということを示唆している。

一方で、通常のグルコースよりも一つ水酸基が少ない 2-deoxy-D-glucose を添加した条件では、糖未添加群と

同様の濁度プロファイルを示した。通常のグルコースは、4 つの水酸基を有し、組み合わせとして、3 組の cis-

diol を有しているが、2-deoxy-D-glucose では 2 位の水酸基が失われているため、cis-diol は 1 組のみしか存在

していない。この構造上の差が、2-deoxy-D-glucose が benzoxaborole に対して相互作用を示さない原因である

と考えた。また、poly(NIPAAm-st-HEAAm-st-MAAmBO)の 2糖、3糖への相互作用強度も評価した。D -glucose、

D -maltose、D -trehalose、isomaltotriose (10mg / mL)の TCPはそれぞれ 41.4 oC、34.5 oC、34.4 oC、36.6 oC（TCP = 

6.8、-0.3、-0.2、1.8）であった。興味深いことに、2糖、及び 3糖は単糖と比してTCPが小さいことが明らか

となった。この原因として、本実験系は添加する糖の量を質量で固定していたため、同じ質量の糖を加えて

いても、系中の糖分子の数に差が生じたことが原因として考えられる。 

 最後に著者は、複合糖質マイクロアレイを用いて作製した高分子と計 98種の糖鎖との相互作用強度を測定

した。GP（ヒトグリコホリン）はネガティブコントロール(Negative PAA)と同様の親和性を示したが、Asialo-

TFは約 100 倍の親和性を示した。また、CSA(コンドロイチン硫酸)および HS(ヘパラン硫酸)のようなムコ多

糖類も MAAmBO と相互作用することを示し、Negative PAAと比較して約 40倍の親和性を示した。トランス

フェリン(TF)、アシアロトランスフェリン(Asialo-TF）およびアガラクトトランスフェリン(Agalacto-TF)につ

いては、興味深い結合強度の傾向が観察された。トランスフェリンは N 型糖鎖を表面に担持する糖タンパク

質である。アシアロトランスフェリンは、アシアロ化(末端脱シアル酸化)された N 型糖鎖を有するトランス

フェリンであり、アガラクトトランスフェリンは、末端ガラクトースとシアル酸が除去された N型糖鎖を担

持する糖タンパク質である。傾向として、天然のトランスフェリンと比してアシアロ化されたトランスフェ

リンは約 2.5 倍の親和性を示したが、アガラクト化したトランスフェリンでは天然トランスフェリンと同様

の親和性を示した。この結果は単純に benzoxaboroleとガラクトースの高親和性を示唆するものであるが、一

方でガラクトース担持アレイ(aGal)に対して良い親和性を示していない。このような結果から、benzoxaborole

はトランスフェリン上のアシアロ化された N型糖鎖と特異的に識別するということを示唆するものであると

考えられる。 

 本章では、温度応答性高分子の速やかな相転移挙動と Benzoxaborole 基の糖認識機能を組み合わせること

で、棟種・添加濃度に応じた温度依存濁度プロファイルを測定することに成功し、MAAmBO が単糖、二・三

糖に対する親和性を評価することに成功した。加えて、糖鎖固定化マイクロアレイを用いることで実際に生

体内に存在している種々の糖鎖に対する親和性について一定の知見を得ることに成功した。 
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６章 結言 

 本論文では、細胞膜上の分子認識機構を介して生理機能を制御可能な高分子の設計を行い、細胞の生理活

性を制御しうる高分子の創製に成功した。その結果を以下にまとめる。 

 １章では生体内における分子認識の重要性や、高分子材料を用いて細胞を操作する手法の重要性について

論じた。加えて、生体模倣という視点から高分子を設計した場合の高機能性についても紹介した。これら 2

点の材料設計戦略を元に、幅広い応用を目指した高分子設計の議論を行った。 

 ２章では、アポトーシス細胞が有する抗炎症部位(PS 基)を側鎖に有するメタクリル系モノマー(MPS)の合

成に成功した。また、MPS の重合体である poly(MPS)の合成も同時成功した。メタクリル系モノマーは他種

のビニル系モノマーと共重合が可能であるため、さらなる機能化が見込まれる。 

 ３章では poly(MPS)の生理活性を評価した。まず、poly-MPS をマクロファージに播種した場合、炎症活性

を抑制することが明らかとなった。その際、蛍光標識を行った poly-MPS をマクロファージに添加した場合、

マクロファージ膜上ではなく細胞質へと移行するという知見を得た。加えて、マクロファージへと移行する

poly-MPS の量と抗炎症活性にはある一定の相関が存在することが明らかとなり、具体的には１細胞につき

50 pg 以上の poly(MPS)が分配された場合に炎症活性が有意に抑制されるという結果を得た。また、MPS と

MPC(ホスファチジルコリン模倣モノマー)とランダム共重合が可能であるということを明らかとし、MPS と

MPC のランダム共重合体がより優れた抗炎症活性を有するということも明らかとなった。この結果はアポト

ーシス細胞模倣高分子を合成する上で、高度な分子設計が可能であることを示すと同時に分子設計の重要性

を示す結果となった。 

 ４章では、抗炎症活性を有するホスホリルセリン基(PS 基)をラジカル重合系ではない、ポリエーテル・エ

ステル系の高分子や、重合後の高分子に対して簡便に導入する手法を確立した。同時に作製した PS導入高分

子が抗炎症活性を有することを明らかとした。本章の成果は PCL や PEG、Poloxamer といった生体応用実績

のある高分子材料に対する効率的な機能付加(抗炎症活性の付加)が可能であるということを示唆する結果で

あり、２章の結果と本章の合成手法を併用することで、今日バイオマテリアルとして活用されている高分子

材料の殆どを機能化可能であることが明らかとなった。 

 ５章では、糖認識機能を有する高分子(benzoxaborole 基含有高分子)を作製し、単糖、二糖、三糖、及び糖鎖

に対してそれぞれ親和性を有することが明らかとなった。単糖における相互作用強度において、グルコース、

フルクトース、プシコースの順に強くなっていくことが確認できた。また、グルコースの光学異性体を用い

た評価によって benzoxaborole が光学異性体を見分け得ないという知見を得た。また、二糖、三糖における認

識の種類・濃度依存的な認識強度を評価し、単糖と比べると非常に弱いという結果を得た。また、実際の細

胞膜上に担持されている種々の糖鎖(計 98 種)に対する特異的認識能について、マイクロアレイ法によって評

価した結果、糖鎖、糖蛋白種に依存して特異的な相互作用が確認できた。これらの結果は今回作製した高分

子が人工レクチンとしての活用可能性を示している。 

 これまでの生体材料開発において材料自身が生理活性を有するというコンセプトは希であったが、本論文

は一定のレベルでこのコンセプトを実現した。今後は、抗炎症効果や糖認識機能を有する高分子が様々な疾

病の治療に応用展開することが期待される。また、“材料による治療”という概念のさらなる普及を期待する。 
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MANA International Symposium 2016、 

つくば、2016年 3月 9 - 11日(ポスター発表) 
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10. Yasuhiro Nakagawa, Atsuhiro Saitou, Takao Aoyagi and Mitsuhiro Ebara 

“Apoptotic Cell Membrane-inspired Nanomaterials for Immunomodulation” 

MANA International Symposium 2016、 

つくば、2016年 3月 9 - 11日(ポスター発表) 

 

11. Yasuhiro Nakagawa, Atsuhiro Saitou, Takao Aoyagi and Mitsuhiro Ebara 

“Immunomodulatory Effects of Apoptotic Cell Membrane Mimetic Materials on Macrophages” 

2nd International Symposium on Nanoarchitectonics for Mechanobiology、 

Mauritius、2016年 8月 1 - 4日(ポスター発表) 

 

12. Yasuhiro Nakagawa, Atsuhiro Saitou, Takao Aoyagi and Mitsuhiro Ebara 

“Apoptotic cell membrane inspired polymers for immunomodulation” 

Tsukuba Global Science Week 2016、 

つくば、2016年 9月 17 - 19日(ポスター発表) 

 

13. Yasuhiro Nakagawa, Atsuhiro Saitou, Takao Aoyagi and Mitsuhiro Ebara 

“Apoptotic cell membrane inspired polymers for immunomodulation” 

2016 2nd International Symposium on Biointerface Science and Engineering、 

Taiwan、2016年 9月 21 - 23日(ポスター発表) 

 

14. Yasuhiro Nakagawa, Atsuhiro Saitou, Takao Aoyagi and Mitsuhiro Ebara 

“Design of Apoptotic Cell Membrane Mimetic Polymers for Anti-inflammatory Therapy” 

The 11th SPSJ International Polymer Conference、 

Fukuoka、2016年 12月 13 - 16日(ポスター発表) 

 

 

【国内学会における発表】 

1. 中川 泰宏、齋藤 充弘、荏原 充宏、青柳 隆夫 

“アポトーシス細胞の細胞膜表面を模倣した炎症制御能を有する新規材料の開発” 

第 35回日本バイオマテリアル学会大会、 

東京、2013年 11月 25 - 26日(ポスター発表：日本語) 

 

2. 中川 泰宏、齋藤 充弘、荏原 充宏、青柳 隆夫 

“アポトーシス細胞膜表面構造を模倣したホスホリルセリン基含有高分子の合成と評価” 

つくば医工連携フォーラム 2014、 

つくば、2014年 1月 28日(ポスター発表：日本語) 

 

3. 中川 泰宏、齋藤 充弘、荏原 充宏、青柳 隆夫 

“アポトーシス細胞膜表面構造を模倣したホスホリルセリン基含有高分子の合成と評価” 

第 63回高分子学会年次大会、 

名古屋、2014年 5月 28 - 30日(口頭発表：英語) 
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4. 中川 泰宏、齋藤 充弘、荏原 充宏、青柳 隆夫 

“炎症治療を目指したアポトーシス細胞模倣高分子の合成と評価” 

つくば医工連携フォーラム 2015、 

つくば、2015年 1月 23日(ポスター発表：日本語) 

 

5. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 

“Synthesis and Characterization of Apoptotic cellular membrane mimetic polymers for Anti-

inflammatory Therapy” 

第 64回高分子学会年次大会、 

北海道、2015年 5月 27 - 29日(口頭発表：英語) 

 

6. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 

“抗炎症治療を目的としたホスファチジルセリン誘導体含有高分子の合成と評価” 

第 64回高分子学会年次大会、 

北海道、2015年 5月 27 - 29日(ポスター発表：日本語)  

 

7. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 

“抗炎症治療へむけたアポトーシス細胞模倣インテリジェント高分子の開発” 

第 25回インテリジェント材料・システムシンポジウム、 

東京、2016年 1月 8日(口頭：日本語)  

 

8. 中川 泰宏、齋藤 充弘、荏原 充宏、青柳 隆夫 

“抗炎症治療を目指したアポトーシス細胞膜模倣高分子の開発” 

つくば医工連携フォーラム 2016、 

つくば、2016年 1月 22日(ポスター発表：日本語) 

 

9. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 

“『高分子材料による炎症治療』を目的としたアポトーシス細胞模倣高分子の開発” 

第 65回高分子学会年次大会、 

神戸、2016年 5月 25 - 27日(口頭発表：日本語)  

 

10. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 

“アポトーシス細胞模倣高分子によるアミロイド誘発性神経炎症の抑制効果” 

第 65回高分子学会年次大会、 

神戸、2016年 5月 25 - 27日(ポスター発表：日本語) 

 

11. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 

“Immunomodulatory Effect of Apoptotic Cell Membrane Inspired Polymer (MPS) for Post-

inflammation Therapy” 

第 65回高分子討論会、 

神奈川、2016年 9月 14 - 16日(口頭発表：英語)  

 

12. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 

“脳内免疫細胞による炎症を抑制しうるアポトーシス細胞膜模倣型リン脂質ポリマー(MPS)の合成

と評価” 
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第 65回高分子討論会、 

神奈川、2016年 9月 14 - 16日(ポスター発表：日本語) 

 

13. 米岡 修一郎、朴 基哲、中川 泰宏、荏原 充宏、塚原 剛彦 

“Synthesis and Evaluation of Poly[Nisopropylacrylamide]-based Boron Containing Polymer 

Nanomicelle” 

第 65回高分子討論会、 

神奈川、2016年 9月 14 - 16日(口頭発表：英語)  

 

14. 米岡 修一郎、中川 泰宏、荏原 充宏、塚原 剛彦 

“フェニルボロン酸誘導体ベンゾキソボロールポリマーによる 不活化センダイウイルス(HVJ-E)の

機能化” 

第 65回高分子討論会、神奈川、2016年 9月 14 - 16日(ポスター発表：日本語) 

 

15. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 

“材料による抗炎症治療の実現に向けたアポトーシス細胞模倣高分子の合成と評価” 

日本化学会秋季事業 第 6回 CSJ化学フェスタ 2016、 

東京、2016年 11月 14 - 16日(ポスター発表：日本語) 

 

16. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 

“抗炎症治療を目的としたアポトーシス細胞膜模倣高分子の合成と評価” 

日本バイオマテリアル学会 シンポジウム 2016、 

福岡、2016年 11月 21 - 22日(ポスター発表：日本語) 

 

17. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 

“抗炎症治療を目指したアポトーシス細胞膜模倣高分子による免疫改質効果” 

第 26回 日本MRS年次大会、 

横浜、2016年 12月 19 - 22日(口頭発表：日本語) 

 

18. 米岡 修一郎、朴 基哲、中川 泰宏、荏原 充宏、塚原 剛彦 

“ホウ素中性子捕捉療法用薬剤を志向した新規ポリマーナノミセルの合成と細胞毒性評価” 

第 12回再処理・リサイクル部会セミナー、 

東京、2016年 12月 26日(口頭発表：日本語) 

 

19. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 

“アポトーシス細胞を模倣したリン脂質系高分子の抗炎症能評価” 

つくば医工連携フォーラム 2017、 

つくば、2017年 1月 20日(ポスター発表：日本語) 

 

20. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 

“Design of Apoptotic Cell Membrane Mimetic Polymers and Its Immunosuppressive Effect” 

第 66回高分子学会年次大会、 

千葉、2017年 5月 29 - 31日(口頭発表：英語) 

  

21. 中川 泰宏、齋藤 充弘、青柳 隆夫、荏原 充宏 
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“ベンゾキサボロール基含有高分子による糖認識機能とその特異性の評価” 

第 66回高分子学会年次大会、 

千葉、2017年 5月 29 - 31日(ポスター発表：日本語) 

 

22. 中川 泰宏、舘野 浩章、荏原 充宏 

“アポトーシス細胞に特異的な膜構造を模倣したホスファチジルセリンポリマー(MPS)の抗炎症効

果” 

第 70回日本酸化ストレス学会学術集会、 

つくば、2017年 6月 28 - 29日(口頭発表：日本語) 

 

 

【受賞など】 

1. Yasuhiro Nakagawa ”Outstanding Student Award for Poster Presentation” 

(International Symposium on Smart Biomaterials) March, 2015. 

 

2. 中川 泰宏 ”優秀ポスター賞” 

(第 64回高分子年次大会) 2015年 5月 

 

3. 中川 泰宏 “トビタテ！留学 JAPAN 第 3期奨学生 採用” 

2015年 6月 

 

4. 中川 泰宏 ” 平成 28年度 NIMS理事長賞(貢献賞)”  

2016年 4月 

 

5. 中川 泰宏 “優秀ポスター発表賞” 

(日本化学会秋季事業 第 6回 CSJ化学フェスタ 2016) 2016年 12月 

 

6. Yasuhiro Nakagawa “Editor’s Choice, Cover Picture 採用” 

(Chemistry Letters 2018, 47(2)) 

 

 

【報道】 

日刊工業新聞 紙面掲載 17面 2013年 9月 11日 

Science Portal Web 掲載 2013 年 11月 11日 

産経新聞 紙面掲載 27面 2014 年 3月 27 日 

日本経済新聞 紙面掲載 35面 2014年 4月 18日 

SANSPO.COM オンライン掲載 2014年 4月 21日 

産経新聞 紙面掲載 24面 2014 年 4月 21 日 

日本経済新聞 紙面掲載 37面 2015年 9月 29日 

常陽新聞 紙面掲載 1面 2016年 7月 13日 

朝日新聞 紙面掲載 28面 2016 年 10月 5 日 

読売新聞 紙面掲載 33面 2016 年 7月 13 日 

毎日新聞 紙面掲載 31面 2016 年 7月 23 日 
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読売新聞 紙面掲載 33面 2016 年 10月 23日 

茨城新聞 紙面掲載 19面 2017 年 1月 18 日 

NHK NEWS WEB オンライン掲載 2016 年 12月 2日 

The Economist September 16th 2017, p.71 

NHK ニュース（茨城県域） 2016 年 12月 1日 

NHK ニュース（茨城県域） 2016 年 12月 1日 

茨城ニュース いば 6 2016 年 12 月 1日 

茨城ニュース 845 2016 年 12月 1日 

 

【広報活動】 

サイエンスアゴラ 2013,  2013年 11月 

つくばアクションプロジェクト(T-ACT)にて学生オーガナイザーとして企画「サイエンス・コミュ

ニケーショントレーニング」の発案・運営, 2014年 11月-2015年 4月 

茨城空港科学イベント, 2014 年 7月 

つくば科学フェスティバル 2014, 2014 年 11 月  

平成 27 年度 NIMS 一般公開, 2015 年 4月 

つくば科学出前レクチャー, 2015年 6 - 10月  

つくばサイエンスコラボ 2015, 2015 年 11月 

平成 28 年度 NIMS オープンハウス, 2016 年 4月 

イノベーションキャンパス inつくば 2016, 2016年 8月 

美濃市青少年健全育成「市民のつどい 2016」, 2016 年 10月 

つくばサイエンスコラボ 2016, 2016 年 11月 

科学フェスタ in茨城空港, 2016年 11月 

平成 29 年度 小・中・高校生の科学体験学習支援事業 (笠間市立南小学校), 2017年 1月 

平成 29 年度 NIMS 一般公開, 2017 年 4月 

いばらき子ども大学, 2017 年 8月 

つくばサイエンスコラボ 2017, 2017 年 11月 

第 5 回科学の甲子園ジュニア全国大会, 2017 年 12 月  

平成 29 年度 小・中・高校生の科学体験学習支援事業 (堺町立静小学校), 2018 年 2月 
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【謝辞】 
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夫 博士、教授 Guoping Chen 博士、准教授 内藤 昌信 博士、准教授 田口 哲志 博士に深く感謝申し上げま
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太 博士、静岡理工科大学 講師 小土橋陽平 博士、日本医療科学大学 保健医療学部 助教授 滑川 亘希 博士、

法政大学 生命科学部 環境応用化学科・理工学研究科 井戸田 直和 専任講師に深く感謝申し上げます。 

 

 

 2015年 9-12月まで留学先としてお世話になりました、University of Alberta Chemical and Materials Engineering 

教授 Ravin Narain 博士、Yinan Wang 博士、Diana Diaz 氏、Dan Zhang 氏、Yi-Yang Peng 氏、Christopher Afacan 
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 本研究の進行にあたり、日々の生活を支えていただいた Giancarlo Forte 博士、Kim Young-Jin博士、Wei-Chin 

Lin 博士、Mano Sharmy Saimon 博士、Baiyao Xu 博士、Qinghui Shou 博士、岡田 孝春 博士、佐藤 健 博士、

安田 翔吾 氏、秋元 優徳 氏、吉武 春佳 氏、新山 瑛理 氏、高井 僚 氏、野村 奈生人 氏、田辺 貫太 氏、

柘植 美礼 氏、矢野 宥人 氏、大内 創介 氏、Elfire Polat 氏に感謝申し上げます。 

 

 

また、日々の生活で切磋琢磨し、支え合えた同期の仲間として、栗本 理央 博士、杉浦 栞理 博士、水田 亮 

博士 (五十音順)に感謝申し上げます。 

 

 日々の研究業務を遂行するにあたり、事務手続きなどで幅広く手助け頂きました、荏原 愛 博士、廣山 昌

子 氏、金田 尚子 氏、笠屋 しいな 氏、佐伯 純子 氏、飛鷹 房子 氏、松本 美友希 氏、伊藤 芳江 氏に感

謝申し上げます。 

 

 

 アウトリーチ活動を行うにあたり多大なるご支援をいただきました、物質・材料研究機構 MANAアウトリ

ーチチームの葉山 雅 氏、立石 美紀氏、松井 龍也 氏、津毛 邦仁 氏、Difei Miao 氏に深く感謝申し上げま

す。 
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 本研究は、NIMS ジュニア研究員として遂行されたものであり、この支援があってこそ有意義な五年間を

過ごすことができたものであり、ここに感謝の意を示します。 

 

 

 私、中川泰宏が筑波大学大学院にて過ごすことができた実りある 5 年間は、筑波大学の職員の皆様、物質・

材料研究機構の職員の皆様、筑波大学の先輩・同期・後輩の皆様をはじめとした、私に関わって下さった全

ての方々の尽きないご理解・ご協力の元に成り立っておりました。私に関わってくださいました全ての方々

に今一度、心より御礼申し上げます。 

 

 

最後に、日頃から温かく見守り支えて頂いた家族に心より感謝致します。 

 

2018年 2 月 

中川 泰宏 


