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多糖を利⽤した⾊素の集積とその分光分析 

 

第１章 背景 
 
多糖類には⽣体の構造を維持するもの、エネルギー貯蔵物質となるものがある。

多糖類は、たくさんの単糖分⼦がグルコシド結合でつながったもので、酸処理⼜
は酵素の作⽤で、単糖⼜はその誘導体に加⽔分解される 1)。ムコ多糖の⼀種であ
るヒアルロン酸（HA）は、その単純な化学構造から⻑年細胞外マトリックスに
おける空間充填物として⽐較的受動的な⽣物学的役割が考えられてきたが、近
年 HA の⽣体内でのさまざまな機能が明らかとなってきた 2)。また、保湿性を有
する天然多糖類は⼝腔乾燥の症状を緩和させることを⽬的として広く利⽤され
ている 3)。 
HA は D-グルクロン酸と N-アセチル-D-グルコサミンからなる⼆糖の交互共

重合体である。⽔溶液中での HA の⾼次構造は⽔分⼦を介した⽔素結合により
形成されており、X 線回折により左巻きヘリックス構造を形成することが報告
されている 4-6)。さらに HA の⼆次構造は、温度、pH、溶媒、イオン強度、など
によりコイル-ヘリックスの相転移を持つと考えられている 7-8)。HA の分⼦量は
数 10 万〜数 100 万の分布を持ち、1 g の HA は約 2〜6 L の⽔を保持すること
が知られている 9)。⾼濃度の HA ⽔溶液は⾮常に⾼い粘性と弾性を持つ。HA を
おもなリガンドとする接着分⼦である CD44（Fig. 1-3）は、細胞接着、細胞運
動、さらには、癌細胞の増殖能、浸潤・転移能への関与など、さまざまなシグナ
ル伝達にかかわることが解明されてきている 10)。CD44 受容体はがん細胞で過
剰発現することが知られており、HA は CD44 受容体に対して⾼い親和性を有
している 10)。この HA の性質を利⽤し、がんの治療薬や診断薬が広く検討され
ている。 
本研究では、⽔溶液中での⼤変興味深い⾼次構造と⽣体内での様々な機能を持

つ HA を⽤い、HA 上で⾊素会合体を形成させ、温度や pH、溶媒⽐率、分⼦量、
配合濃度等を変化させ、光学的性質を調べることで、⾊素会合体の形成制御を⾏
うことを⽬的とした。 
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 第２章では、アニオン性の多糖である HA とカチオン性シアニン⾊素である
NK-77 （3,3'-diethyl-9-methylthiacarbocyanine: DMTC）が形成する会合体の励
起⼦相互作⽤について、可視吸収スペクトル、及び、円偏光⼆⾊性（CD）スペ
クトルにより調査した。アキラルな⾊素である NK-77 を HA と 1：2 の割合で
混合したリン酸緩衝溶液中の可視吸収スペクトル、及び、CD スペクトルにより
NK-77 会合体の光学的性質を調査した、さらに、温度や溶媒、HA 濃度を変化さ
せ、HA-NK-77 会合体形成を検討した。 
 第３章では、HA とメチン基の⻑さが異なるシアニン⾊素（3,3'-Diethyl-
thiacyanine iodide : DTTHC, 3,3'-Diethylthiacarbocyanine iodide: DTC , 3,3'-
Diethylthiadicarbocyanine iodide: DTDC）会合体の特異的な相互作⽤について、
HA-シアニン⾊素（1：2）リン酸緩衝溶液中の可視吸収スペクトル、及び、CD
スペクトルにより調査した。さらに、温度及び溶媒中のメタノール⽐率を変化さ
せ、HA-シアニン⾊素会合体の挙動を観察した。 
 第４章では、シアニン⾊素の会合体が分⼦量の異なる HA から受ける影響に
ついて調査するため、吸収スペクトル、CD スペクトル、及び、蛍光スペクトル
を測定した。 
 第５章では、基本⾻格が異なるカチオン性のシアニン⾊素（DTDC）、及び、
ポルフィリン [α,β,γ,δ-Tetrakis (1-methylpyridinium-4-yl) porphyrin p-toluene 
sulfonate: TMPyP]を⽤いて、HA 存在下での⾊素会合体の挙動について、HA
濃度や溶媒 pH を変化させ、可視吸収スペクトル、及び、CD スペクトル、蛍光
スペクトルを測定し、⽐較した。 
 第６章では、２章から５章の総括を⾏った。 
 

第２章 シアニン⾊素−ヒアルロン酸複合体形成と励起⼦相互作⽤ 
 
 NK-77(DMTC)は、カチオン性のシアニン⾊素である。シアニン⾊素はもとも
とアキラルな物質であるが、⼆次構造を持つポリアミノ酸などに結合すること
によりキラリティーを持ったダイマーを形成することがわかっているため 11-12)、
同様の効果を期待して、HA 上で形成するシアニン⾊素会合体の励起⼦相互作⽤
について、可視吸収スペクトル、及び、CD スペクトルにより調査した。 
 NK-77 を HA と 1：2 の割合で混合した時の可視吸収スペクトルでは、50℃で
⾒られた NK-77 モノマーの吸収帯が、温度の低下により低波⻑シフトを⽰した。
Kasha の励起⼦分裂モデルより、遷移双極⼦がダイマーの分⼦軸と垂直に近づ
くと、⾼エネルギーの励起準位への遷移が許容され、その⾊素分⼦はより短波⻑
の側のエネルギーを吸収することになり、低波⻑シフトすることがわかってい
る 13) 。従って、温度の低下に伴う著しい低波⻑シフトは、NK-77 が head-to-
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head 型にスタッキングしたダイマーを形成していることを⽰している。 
 CD スペクトル測定では、アキラルな⾊素である NK-77 を HA と 1：2 の割合
で混合することにより、キラルダイマーの形成が観測されたことから、HA 上に
特別な結合部位が存在することが確認された。さらに、このキラルダイマーは、
50℃ではモノマー、30℃付近では R-キラルダイマー、0℃付近では S-キラルダ
イマーを形成することが観測され、この NK-77 のモノマーからダイマーへの転
移は、HA の相転移によるものではないかと考えられる。次に、HA 濃度の増加
により、低温で⾒られた S-キラルダイマーの吸収帯が減少し、R-キラルダイマ
ーの吸収帯が増加する現象が⾒られた。これらのことから、HA 上の特別な結合
部位において、キラリティーの異なる⼆種類のダイマーが形成することがわか
った。HA 上で形成された⼆種類のキラリティーの異なるダイマーは、HA を構
成する D-グルクロン酸及び N-アセチル-D-グルコサミンと NK-77 の混合では
確認されなかった。また、NK-77 とランダムコイル構造であるポリアクリル酸
を 1：2 の割合で混合することにより、新たなダイマーの吸収帯は確認されたが、
キラリティーは確認されなかった。すなわち、NK-77 ダイマーがキラリティー
を発現するためには、⼆次構造のような規則的な構造が必要であることを⽰し
ており、HA 糖鎖が重要であることが⽰された。 
 
第 3 章 シアニン⾊素−ヒアルロン酸複合体形成に対する⾊素の構造効果 
 
 シアニン類は写真の感光⾊素や情報記録⽤⾊素として使⽤されてきた⾊素で
あり、蛍光染料として細胞の染⾊にも使⽤されている 14)。これまでの研究では、
シアニン⾊素の 1 つである DMTC （別名 NK-77）が HA 上で H-会合するこ
と、及び、その H-会合体は温度の低下に伴い R-キラル型から S-キラル型へス
イッチすることを報告した 15)。本章では、置換基は同じでメチン基の⻑さが異
なるシアニン⾊素を⽤いて、シアニン⾊素が HA 上で形成する会合体の光学特
性を調査することを⽬的とした。対照には、ランダムコイル構造を持つポリアク
リル酸ナトリウムとシアニン⾊素の会合体を⽤いた。 
 メチン基の⻑さが異なる 3 種類のシアニン⾊素（DTTHC, DTC, DTDC）の
中で、DTDC が特異的に HA 及び PA 上で H-及び J-会合体を形成することが確
認された。CD スペクトル測定により、ヘリックス構造を持つ HA 存在下での
DTDC の H-及び J-会合体はキラリティーを発現することが確認され、ランダ
ム構造である PA 存在下では、キラリティーが確認できなかった。このことから、
DTDC 会合体のキラリティーは HA のヘリックス構造に由来するものである事
が⽰唆された。また HA-DTDC の CD スペクトルでは、ブロードな吸収スペク
トルに対応した正と負の分裂型のコットン効果がそれぞれ観測された。このこ
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とから、HA 上で DTDC がいくつかの会合数や⾓度で会合体を形成することで、
会合体の吸収スペクトルがブロードな吸収帯となっているのではないかと考え
ている。さらに溶媒中のメタノール濃度を変化させた検討により、HA 上の
DTDC モノマーから会合体への変化は、DTDC の分散状態に起因するものであ
ることが⽰唆された。 
 
第 4 章  シ ア ニ ン ⾊ 素 − ヒ ア ル ロ ン 酸 複 合 体 形 成 に 対 す る ヒ ア
ル ロ ン 酸 分 ⼦ 量 の 影 響  
 
 シアニン⾊素のポリメチン鎖中の C-C 結合の振動、ねじれ、回転（特にトラ
ンス-シス異性化）は、励起エネルギーの効率的な無放射散逸につながる。分⼦
内移動が制限されると無放射過程が遅れるため、蛍光放射という競合過程が促
進される。シアニン⾊素の蛍光は、溶媒粘度の増加、ミセル中や⽣体⾼分⼦との
複合体で観察され、分光プローブや蛍光プローブとして応⽤されている 16)。第
３章では、メチン基の⻑さが異なる 3 種類のシアニン⾊素（DTTHC, DTC, 
DTDC）の中で、DTDC が特異的に HA 上で会合体を形成すること、及び、HA
上の DTDC のモノマーから会合体への変化は、DTDC の平衡状態に起因する
ものであることが⽰唆された 17)。本章では、DTDC の会合体が分⼦量の異なる
HA から受ける影響について調査するため、吸収スペクトル、CD スペクトル、
及び、蛍光スペクトル（PL）を測定した。 
 粘度の異なる４種類の HA を⽤いた 5.0 vol%メタノール‒緩衝液（pH =3.2）
⼜は⽔溶液中で、HA-DTDCが粘度依存性を⽰し、粘度の⾼いHA-Q上でDTDC
の会合体形成量が最も多く、粘度の低い HA-N 上での DTDC 会合体形成量が
最も低かった。HA に起因する 210 nm の CD 強度を⽐較すると、４種類の HA
のヘリシティーは⼀定であると考えられるため、粘度の異なる４種類の HA 存
在下での DTDC の会合体は、粘性の増加により会合体の形成量が増加すると推
測される。pH = 3.2 の酸性条件下では、⽔溶液中と⽐較して、⾼い DTDC の蛍
光強度が観測された。加えて、HA の分⼦量が⼩さいほど蛍光強度は⾼かった。
つまり、670 nm 付近の蛍光の消光は、より分⼦量の⼤きい HA の場合に顕著に
⾒られた。より分⼦量の⼤きい HA の場合に、蛍光の消光が⾒られたことは、粘
性の増加により、会合体の形成量が増加し凝集起因消光が進んだことによると
考えられる。 
 
第 5 章 種 々 の ⾊ 素 と 多 糖 の 励 起 ⼦ 相 互 作 ⽤  
 
 シアニン⾊素は奇数個のメチン炭素の共役鎖⼜は⼆重結合の共役系によって
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結合された⼆つの窒素中⼼からなるポリメチン⾊素である 18-19)。ポルフィリン
は４つのメチン炭素を介して４つのピロールが環状に結合した平⾯的な⼤環状
分⼦である（Fig. 5-2）20)。それらは蛍光⾊素の⼀種であり、写真の感光⾊素や
情報記録⽤⾊素として広く使⽤されている 18-20)。本論⽂の第２章及び第３章で
は、DMTC 及び DTTHC, DTC, DTDC など構造の異なるカチオン性シアニン
⾊素を⽤い、HA 存在下でのシアニン⾊素会合体の挙動について報告した 15, 17)。
第４章では、分⼦量の異なる 4 種類の HA を⽤いた HA-DTDC の吸収スペクト
ル及び PL スペクトルの⽐較により、DTDC 会合体の形成は、混合溶液中のシ
アニン⾊素⾃体の分散能⼒に依存することがわかった。本章では、基本⾻格が異
なるカチオン性のシアニン⾊素（DTDC）及びポルフィリン（TMPyP）を⽤い
て、HA 存在下での会合体の挙動を⽐較した。 
 本論⽂の第３章では、吸収スペクトルは H-及び J-会合体が混在したブロード
な吸収帯を⽰すことが確認され、溶媒中のメタノール含有率の増加に伴い会合
体の形成が抑制されることが確認された 17)。本章では、HA 濃度の増加に伴い
DTDC 会合体が形成され、10 unit-μmol L-1 濃度以上で飽和に達し、HA の濃度
の増加により、会合体の形成が抑制されないことが確認された。以上の結果か
ら、HA-DTDC は HA 上に静電的に相互作⽤した DTDC に DTDC が凝集する
ことにより会合体を形成していると考えられる。 
 ⼀⽅、HA-TMPyP では、HA の添加により TMPyP の Soret 帯に〜3 nm の⻑
波⻑シフトが⾒られ、PL スペクトルでは、HA 濃度の増加に伴い蛍光強度の増
加が確認された。このことから、TMPyP は HA と会合体ではなくモノマーとし
て相互作⽤すること、及び、TMPyP の振動運動が HA の⼆次構造により制限を
受け、無放射過程が遅れることで蛍光強度が増⼤するのではないかと考えられ
る。また、HA 濃度の増加に伴い ICD スペクトルが増加し、HA 濃度が 30 unit-
μmol L-1 の時に最⼤値を⽰し、その後は HA 濃度の増加に伴い減少した。PL ス
ペクトルでも同様に、HA 濃度の増加に伴い蛍光強度が増加し、HA 濃度が 30 
unit-μmol L-1 の時に 675 nm の蛍光強度が最⼤値を⽰した。以上の結果より、
HA 濃度が 0〜30 unit-μmol L-1 の場合は、TMPyP が HA と１箇所で結合し、
30 unit-μmol L-1 以上では、TMPyP が HA と 1 箇所だけではなく、２〜4 箇所
で結合するのではないかと考えられる。⼀⽅、TMPyP の会合体は pH 緩衝液中
では確認されなかった。pH 緩衝液中のイオンにより、HA と TMPyP の相互作
⽤が抑制されることは、HA と TMPyP が静電的に相互作⽤していることを⽰唆
している。 
 以上のように、⽐較的柔らかくて⽴体的にもかさばらないカチオン性のシア
ニン⾊素とアニオン性多糖類 HA 及び、⽐較的剛直で⽴体的にかさばるカチオ
ン性のポルフィリンとアニオン性多糖類 HA との相互作⽤について対⽐すると、
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それぞれ静電相互作⽤による複合体の形成は認められたものの、シアニン⾊素
では⾊素の凝集と蛍光の消光が観測され、⼀⽅、ポルフィリンでは⾊素の孤⽴化
と蛍光強度の緩やかな増⼤が⾒られ、２つの⾊素でそれぞれ異なる応答を⽰す
ことが確認された。 
 
第６章 総括 
 
 本研究では、⽔溶液中での⼤変興味深い⾼次構造と⽣体内での様々な機能を
持つ HA を⽤い、HA 上で様々な⾊素会合体を形成させ、温度や pH、溶媒⽐率、
分⼦量、配合濃度等を変化させ、光学的性質を調べることで、⾊素会合体の形成
制御を⾏うことを⽬的とした。 
 第２章では、アニオン性の多糖である HA とカチオン性シアニン⾊素である
NK-77 (DMTC)が形成する会合体の励起⼦相互作⽤について、可視吸収スペク
トル及び CD スペクトルにより調査した。アキラルな⾊素である NK-77 を HA
と 1：2 の割合で混合したリン酸緩衝液中で、キラルダイマーの形成が観測され
たことから、HA 上に特別な結合部位が存在することが確認された。さらに、HA
上の特別な結合部位は、温度や溶媒、HA 濃度の変化により、キラリティーの異
なる⼆種類のダイマーを形成させることがわかった。 
 第３章では、HA とメチン基の⻑さが異なるシアニン⾊素（DTTHC, DTC, 
DTDC）会合体の特異的な相互作⽤について、HA-シアニン⾊素リン酸緩衝液中
の可視吸収スペクトル及び CD スペクトルにより調査した。メチン基の⻑さが
異なる 3 種類のシアニン⾊素の中で、DTDC が特異的に HA 上で会合体を形成
すること及び HA 上の DTDC のモノマーから会合体への変化は、DTDC の平
衡状態に起因するものであることが⽰唆された。 
 第４章では、DTDC の会合体が分⼦量の異なる HA から受ける影響について、
粘度の異なる４種類の HA を⽤いて調査した。5.0 vol%メタノール‒緩衝液（pH 
= 3.2）⼜は⽔溶液中で、HA-DTDC が粘度依存性を⽰し、粘度の⾼い HA-Q 存
在下で DTDC の会合体形成量が最も多く、粘度の低い HA-N 存在下での DTDC
会合体形成量が最も低かった。HA に起因する 210 nm の CD 強度から、HA の
ヘリシティーは⼀定であると考えられるため、粘度の異なる４種類の HA 存在
下での DTDC の会合体は、粘性の増加により会合体の形成量が増加すると推測
される。pH = 3.2 の酸性条件下では、HA の分⼦量が⼩さいほど蛍光強度は⾼
かった。つまり、酸性条件下では、HA の添加により DTDC の 670 nm 付近の
蛍光が消光し、より分⼦量の⼤きい HA の場合に顕著に⾒られた。このことは、
粘性の増加により、会合体の形成量が増加し凝集起因消光が進んだことによる
と考えられる。 
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 第５章では、基本⾻格が異なるカチオン性のシアニン⾊素（DTDC）及びポ
ルフィリン（TMPyP）を⽤いて、HA 存在下での会合体の挙動を⽐較した。⽐
較的柔らかくて⽴体的にもかさばらないカチオン性のシアニン⾊素とアニオン
性多糖類 HA との相互作⽤と、⽐較的剛直で⽴体的にかさばるカチオン性のポ
ルフィリンとアニオン性多糖類 HA との相互作⽤について対⽐すると、それぞ
れ静電相互作⽤による複合体の形成は認められたものの、シアニン⾊素では⾊
素の凝集と蛍光の消光が観測され、⼀⽅、ポルフィリンでは⾊素の孤⽴化と蛍光
強度の緩やかな増⼤が⾒られ、２つの⾊素でそれぞれ異なる応答を⽰すことが
確認された。 
 本研究を通して得られた多糖を利⽤した⾊素会合体の光学的特性制御に関す
る知⾒は、バイオセンサーやがん治療のための効果的な⾊素選択や設計に関す
る指針を提⾔するのみならず、円偏光発光物質として３D ディスプレイ⽤発光
素⼦や光暗号システムなどへの応⽤が期待できる。 
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