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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　容器表面に接着した細胞シートを剥離するために用いられる、アミノ化ポリロタキサン
を含有する細胞剥離剤。
【請求項２】
　前記アミノ化ポリロタキサンは、ポリロタキサンに含まれるシクロデキストリン骨格中
の少なくとも一部の水酸基がアミノ基を有する置換基で置換された化合物である、請求項
１に記載の細胞剥離剤。
【請求項３】
　前記ポリロタキサンは、線状分子に環状分子を複数貫通した状態で線状分子の両端に加
水分解性結合を介して嵩高い置換基を有する生体親和性基が導入された化合物である、請
求項２に記載の細胞剥離剤。
【請求項４】
　前記アミノ基を有する置換基は、－ＯＯＣＮＨ－Ａ－ＮＲ1Ｒ2（Ａは分岐を有していて
もよい炭化水素鎖、Ｒ1及びＲ2は同じであっても異なっていてもよく水素又は分岐を有し
ていてもよい炭化水素基）である、請求項２又は３に記載の細胞剥離剤。
【請求項５】
　Ａは、炭素数２～４の分岐を有していてもよい炭化水素鎖である、請求項４に記載の細
胞剥離剤。
【請求項６】
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　Ｒ1及びＲ2は、同じであっても互いに異なっていてもよく水素又は炭素数１～５の分岐
を有していてもよい炭化水素基である、請求項４又は５に記載の細胞剥離剤。
【請求項７】
　容器表面に細胞を接着させて培養して細胞シートにする培養工程と、
　前記培養工程のあと請求項１～６のいずれか１項に記載の細胞剥離剤を添加した培地に
交換して前記容器表面から前記細胞シートを剥離させる剥離工程と、
　を含む細胞シート剥離方法。
【請求項８】
　請求項７に記載の細胞シート剥離方法であって、
　前記剥離工程のあと前記剥離した細胞シートを回収する回収工程、
　を含む細胞シート剥離方法。                                            
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞剥離剤及び細胞シート剥離方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　容器内で培養した細胞シートは容器表面に接着しているため、この細胞シートを回収す
るにはディスパーゼ（登録商標）のようなタンパク分解酵素を用いて容器表面から剥離す
る操作を行っている。このようなタンパク分解酵素を用いた剥離操作では、細胞にダメー
ジを与えるだけでなく、培養にともなって産生された細胞外マトリクスも分解してしまう
ことがある。また、タンパク分解酵素は動物由来材料である場合が多く、再生医療用の細
胞シートへ応用する場合、安全性に課題がある。この点に鑑み、例えば特許文献１では、
容器表面に接着した培養細胞をタンパク分解酵素を用いることなく剥離させて回収する方
法が提案されている。即ち、表面をポリ－Ｎ－イソプロピルアクリルアミドで被覆したペ
トリ皿を用意し、このペトリ皿上にてウシの大動脈の血管内細胞の培養を３７℃でおこな
った後、４℃に冷却することによりペトリ皿の表面を疎水性から親水性に変化させ、培養
細胞を剥離させて回収している。
【特許文献１】特公平６－１０４０６１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　しかしながら、上述した特許文献１では、培養細胞を剥離させるには温度をコントロー
ルすることが必要になるため、操作が簡便であるとは言いにくかった。
【０００４】
　本発明は、容器表面に接着した細胞を簡便な操作により剥離可能な細胞剥離剤を提供す
ることを目的の一つとする。また、この細胞剥離剤を用いて容器表面に接着した細胞シー
トを剥離する方法を提供することを目的の一つとする。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、上述の目的の少なくとも一部を達成するために以下の手段を採った。
【０００６】
　本発明の細胞シート剥離剤は、アミノ化ポリロタキサンを含有するものである。この細
胞シート剥離剤によれば、細胞にダメージを与えることなく、また、温度をコントロール
することなく容器表面に接着した培養細胞を剥離することができる。
【０００７】
　本発明の細胞剥離剤の骨格をなすポリロタキサンは、線状分子に環状分子を複数貫通さ
せた状態で線状分子の両端に環状分子が外れないような嵩高いキャップを結合させた構造
を有している。
【０００８】
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　ここで、線状分子としては、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、星
形ポリエチレングリコール、ポリエチレングリコールとポリプロピレングリコールとの共
重合体、ポリビニルエーテル、高分岐ポリエーテル、高分岐オリゴエチレングリコール、
高分岐オリゴプロピレングリコール、ポリ（トリメチレンオキシド）、ポリ（ε－カプロ
ラクトン）、ポリ乳酸、ポリ（ε－カプロラクトン）とポリ乳酸の共重合体、ポリ乳酸と
ポリエチレングリコールとの共重合体、ポリ（ε－リジン）、ポリアミド、ポリ（イミノ
オリゴメチレン）、アイオネン、ポリ（ビニルジエンクロリド）、ポリプロピレン、オリ
ゴプロピレン、ポリエチレン、オリゴエチレン、ポリ（アルキレンベンズイミダゾール）
、ポリウレタン、ポリ（ビオロゲン）、ポリ（Ｎ－ジメチルデカメチレンアンモニウム）
、ポリ（ジメチルシロキサン）、ポリアニリン、ポリカーボネート、ポリ（メチルメタク
リレート）、ポリ（Ｎ－アシルエチレンイミン）、ポリエチレンイミン、ポリ（４－ビニ
ルピリジン）－ドデシルベンゼンスルホン酸複合体、フラーレン－ポリエチレングリコー
ル結合体、疎水化多糖、ポリエチレングリコール－多糖グラフト共重合体、ポリプロピレ
ングリコール－多糖グラフト共重合体、ジフェニルヘキサトリエンからなる群より選ばれ
る一種又は二種以上であることが好ましい。この線状分子の平均分子量は、２００～１０
０００００であることが好ましく、４００～５００００であることがより好ましく、１０
００～５０００であることが特に好ましい。
【０００９】
　また、環状分子としては、α、β又はγ－シクロデキストリンであることが好ましいが
、これと類似の環状構造を持つものであってもよく、そのような環状構造としては環状ポ
リエーテル、環状ポリエステル、環状ポリエーテルアミン、環状ポリアミン等が挙げられ
る。線状分子と環状分子の組み合わせとしては、α－シクロデキストリンとポリエチレン
グリコールとの組合せが好ましい。
【００１０】
　また、嵩高いキャップは、環状分子が外れないような構造を有していればどのようなも
のであってもよいが、嵩高い置換基を有する生体親和性基であることが好ましく、線状分
子の両末端に加水分解性結合を介して導入されていることが好ましい。ここで、生体親和
性基としては、生体に対する親和性が高い基（生体に対して安全性の高い基）であればど
のような基であってもよいが、例えばアミノ酸、オリゴペプチド、オリゴ糖類又は糖誘導
体であることが好ましい。アミノ酸としては、例えばアラニン、バリン、ロイシン、イソ
ロイシン、メチオニン、プロリン、フェニルアラニン、トリプトファン、アスパラギン酸
、グルタミン酸、グリシン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン、リジン、アル
ギニン、ヒスチジン等が挙げられる。また、オリゴペプチドとしては、前出のアミノ酸の
複数がペプチド結合して形成されたもの等が挙げられる。また、オリゴ糖類としては、繰
り返し単位が１～１０程度であって、デキストラン、ヒアルロン酸、キチン、キトサン、
アルギン酸、コンドロイチン硫酸、でんぷん等の多糖類を構成する単糖によって構成され
たものや、環状オリゴ糖であるα、β又はγ－シクロデキストリン等が挙げられる。更に
、糖誘導体としては、オリゴ糖類、多糖又は単糖をアセチル化やイソプロピル化等の化学
修飾した化合物等が挙げられる。このうち、ベンゼン環を有するアミノ酸、例えばＬ－フ
ェニルアラニン、Ｌ－チロシン、Ｌ－トリプトファン等が好ましい。また、嵩高い置換基
としては、線状分子から環状分子が抜け落ちるのを防止できればどのような基であっても
よいが、例えば１以上のベンゼン環を有する基又は１以上の第三ブチルを有する基が好ま
しい。１以上のベンゼン環を有する基としては、例えばベンジルオキシカルボニル（Ｚ）
基、９－フレオレニルメチルオキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）基、ベンジルエステル（ＯＢ
ｚ）基等が挙げられ、また、１以上の第三ブチルを有する基としては、第三ブチルカルボ
ニル（Ｂｏｃ）基、アミノ酸ｔｅｒｔ－ブチルエステル（ＯＢｕ基）等が挙げられるが、
このうち、ベンジルオキシカルボニル基が好ましい。また、加水分解性結合としては、生
体内で加水分解する結合であることが好ましく、生体内で速やかに非酵素的に加水分解す
ることを考慮すればエステル結合であることが好ましい。
【００１１】
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　本発明の細胞剥離剤に含まれるアミノ化ポリロタキサンは、ポリロタキサンに含まれる
シクロデキストリン骨格中の少なくとも一部の水酸基がアミノ基を有する置換基で置換さ
れた化合物であればよい。ここで、シクロデキストリン骨格中の水酸基は、シクロデキス
トリン骨格をなすグルコースの水酸基であることが好ましく、該グルコースの６位の水酸
基であることがより好ましい。また、アミノ基を有する置換基は、特に限定されるもので
はないが、－ＯＯＣＮＨ－Ａ－ＮＲ1Ｒ2（Ａは分岐を有していてもよい炭化水素鎖、Ｒ1

及びＲ2は同じであっても異なっていてもよく水素又は分岐を有していてもよい炭化水素
基）であることが好ましい。ここで、Ａは、炭素数２～４の分岐を有していてもよい炭化
水素鎖であることが好ましく、例えば－（ＣＨ2）2－、－ＣＨ（ＣＨ3）ＣＨ2－、－ＣＨ

2ＣＨ（ＣＨ3）－、－（ＣＨ2）3－、－ＣＨ（ＣＨ2ＣＨ3）ＣＨ2－、－ＣＨ2ＣＨ（ＣＨ

2ＣＨ3）－、－ＣＨ（ＣＨ3）ＣＨ2ＣＨ2－、－ＣＨ2ＣＨ（ＣＨ3）ＣＨ2－、－ＣＨ2Ｃ
Ｈ2ＣＨ（ＣＨ3）－、－（ＣＨ2）4－などが挙げられる。Ｒ1及びＲ2 は、水素又は炭素
数１～５の分岐を有していてもよい炭化水素基であることが好ましく、後者の炭化水素基
としては、例えばメチル基、エチル基、ｎ－プロピル基、イソプロピル基、ｎ－ブチル基
、イソブチル基、ｓｅｃ－ブチル基、ｔｅｒｔ－ブチル基などが挙げられる。なお、－Ｏ
ＯＣＮＨ－の部位は糊代（のりしろ）のような役割をする部位と考えられるため、この構
造に限られるものではなく、例えば、－ＯＣＯＯ－、－ＯＯＣ－、－ＯＣＨ2－、－ＯＣ
（ＯＨ）ＣＨ2－、－ＯＣ（＝Ｓ）ＮＨ－などであってもよい。
【００１２】
　本発明の細胞剥離剤は、容器表面に接着した細胞（接着依存性細胞）を剥離するのに用
いられる。ここで、接着依存性細胞としては、例えば、軟骨細胞、骨芽細胞、線維芽細胞
、表皮細胞、上皮細胞、脂肪細胞、肝細胞、膵細胞、筋細胞又はこれらの前駆細胞や、間
葉系幹細胞、胚性幹細胞（ＥＳ細胞）等が挙げられる。
【００１３】
　本発明の細胞剥離剤は、容器表面に接着した細胞シート、特に表皮細胞の細胞シートを
剥離するのに好適に用いられる。細胞シートを剥離する方法は、容器表面に細胞を接着さ
せて培養して細胞シートにする培養工程と、この培養工程のあと本発明の細胞シート剥離
剤を添加した培地に交換して容器表面から細胞シートを剥離させる剥離工程とを含むもの
としてもよい。ここでいう培地とは、剥離工程中に細胞シートを構成する細胞を死滅させ
ない液体であればよく、ＤＭＥＭなどの基礎培地や、基礎培地に増殖因子を添加した増殖
用培地だけでなく、生理食塩水やリン酸緩衝液などの液体であってもよい。また、剥離工
程のあと剥離した細胞シートを回収する回収工程を含むものとしてもよい。ここで、剥離
工程では、細胞を培養しつつ容器表面から徐々に細胞シートを剥離させてもよい。また、
回収工程では、剥離した細胞シートを懸架用支持膜に付着させて引き上げることにより回
収してもよい。ここで、懸架用支持膜とは、所定状態に達した細胞をほぼそのまま懸架で
きるものであればいずれのものでもよく、たとえば、滅菌ガーゼ、滅菌和紙、滅菌濾紙、
滅菌不織布のほか、ＰＶＤＦ膜（ポリフッ化ビニリデン膜）やＰＴＦＥ膜（ポリテトラフ
ルオロエチレン膜）等の親水性膜や、シリコーンゴムなどの柔軟性のある高分子材料やポ
リグリコール酸、ポリ乳酸などの生分解性ポリマーや寒天培地やコラーゲンゲル、ゼラチ
ンゲルなどのハイドロゲルなどをシート状にしたものなどが挙げられる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　以下に本発明の好適な実施形態を実施例を用いて説明する。
【実施例１】
【００１５】
　ポリロタキサン（図１参照）を以下の手順により合成した。
【００１６】
［１－１］エステル結合を介して両末端にアミノ基を有するＰＥＧの合成
　分子量３３００のポリエチレングリコール（ＰＥＧ）（３３ｇ，１０ｍｍｏｌ）と無水
コハク酸（２０ｇ，２００ｍｍｏｌ）をトルエン（２２０ｍｌ）に溶解させ、この溶液を
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１５０℃で５時間還流させた。反応終了後、過剰のジエチルエーテルに注ぎ込み、濾別・
減圧乾燥して粗生成物を得た。これをジクロロメタンに溶解させ、不溶物を遠心分離によ
り除去し、過剰のジエチルエーテルに注ぎ込んで、濾別・減圧乾燥後に両末端にカルボキ
シル基を有するＰＥＧ（化合物Ａ）を白色粉末として得た。この化合物Ａ（２０ｇ，５．
７ｍｍｏｌ）とＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＨＯＳｕ）（１７．１ｇ，１４８．２ｍ
ｍｏｌ）を１，４－ジオキサンとジクロロメタンの混合溶液（３５０ｍｌ，体積比１：１
）に溶解させ、氷冷後ジシクロヘキシルカルボジイミド（ＤＣＣ）（２３．５ｇ，１１４
ｍｍｏｌ）を加えた。氷冷したまま１時間攪拌し、その後室温で終夜攪拌した。副生成物
のジシクロヘキシルウレアを濾別し、濾液は濃縮してから過剰のジエチルエーテルに注ぎ
込んだ。濾別・減圧乾燥後にカルボキシル基が活性化されたＰＥＧ（化合物Ｂ）を白色粉
末として得た。次いで、エチレンジアミン（０．４ｍｌ，６ｍｍｏｌ）を溶解させたジク
ロロメタン（７５ｍｌ）に、化合物Ｂ（１０ｇ，２．７ｍｍｏｌ）を溶解させたジクロロ
メタン（７５ｍｌ）を滴下し、滴下終了後から室温で１時間攪拌した。反応終了後、溶液
を過剰のジエチルエーテルに注ぎ込み、濾別・減圧乾燥後に両末端にアミノ基を有するＰ
ＥＧ（化合物Ｃ）を白色粉末として得た。
【００１７】
［１－２］擬ポリロタキサンの調製
　α－シクロデキストリン（α－ＣＤ）（４８ｇ，４９．２ｍｍｏｌ）の飽和水溶液（３
１１ｍｌ）に化合物Ｃ（４ｇ，１．１２ｍｍｏｌ）の水溶液（２０ｍｌ）を室温で滴下し
た。１時間超音波を照射しながら攪拌し、その後室温で２４時間攪拌した。遠心分離によ
り白色の沈殿物を回収し、５０℃で減圧乾燥を行い、白色粉末の擬ポリロタキサンを得た
。なお、ポリロタキサンとは、多数の環状分子（例えばシクロデキストリン）に線状分子
（例えばＰＥＧ）が貫通し、その線状分子の両末端を嵩高い置換基でキャップしたものを
いい、擬ポリロタキサンとは、ポリロタキサンの両末端を未だ嵩高い置換基でキャップし
ていないものをいう。
【００１８】
［１－３］末端キャップ剤の調製
　α－ＣＤの脱離を防止する嵩高い置換基としてベンジルオキシカルボニル－Ｌ－フェニ
ルアラニン（Ｚ－Ｌ－Ｐｈｅ、Ｚはベンジルオキシカルボニル基を表す）を導入するため
に、Ｚ－Ｌ－Ｐｈｅのカルボキシル基の活性化を行った。すなわち、Ｚ－Ｌ－Ｐｈｅ（１
００ｇ，３３４ｍｍｏｌ）を１，４－ジオキサン（８００ｍｌ）に溶解させ、氷冷しなが
らＨＯＳｕ（３８．４２ｇ，３３４ｍｍｏｌ）を加えた。１時間後にＤＣＣ（７５．７ｇ
，３６７ｍｍｏｌ）を溶解させた１，４－ジオキサン溶液（２００ｍｌ）をゆっくり加え
、氷冷したまま１時間攪拌し、その後室温で終夜攪拌した。副生成物のジシクロヘキシル
ウレアを濾別し、濾液は濃縮してから過剰のジエチルエーテルに注ぎ込み、濾別・減圧乾
燥後に粗生成物を得た。室温でできるだけ飽和濃度になるように粗生成物をジクロロメタ
ンに溶解させた後、石油エーテルを適量加え冷蔵し、再結晶を行った。結晶を濾別・減圧
乾燥して白色針状結晶のＺ－Ｌ－Ｐｈｅのスクシンイミドエステル（Ｚ－Ｌ－Ｐｈｅ－Ｏ
Ｓｕ）を得た。
【００１９】
［１－４］ポリロタキサンの調製
　Ｚ－Ｌ－Ｐｈｅ－ＯＳｕ（８０ｇ，２００ｍｍｏｌ）をジメチルスルフォキシド（ＤＭ
ＳＯ）（６０ｍｌ）に溶解させ、擬ポリロタキサン（４５ｇ、２ｍｍｏｌ）を加えた。こ
の不均一溶液を室温で攪拌しながら、均一になるように少しずつＤＭＳＯを加えて９６時
間攪拌した。反応終了後、反応溶液を過剰のジエチルエーテルに注ぎ込み、粗生成物を得
た。粗生成物をアセトン、ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）の順で洗浄して不純物（未反
応Ｚ－Ｌ－Ｐｈｅ－ＯＳｕ、α－ＣＤ、化合物Ｃなど）を除去し、濾別・減圧乾燥して生
分解性のポリロタキサンを白色粉末として得た。合成の確認は、1Ｈ－ＮＭＲにより行っ
た。また、このポリロタキサンのα－ＣＤ貫通数を1Ｈ－ＮＭＲでのＰＥＧのプロトンと
α－ＣＤのＣ（炭素）の１位のプロトンとの積分比から求めたところ、１７であった。
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【実施例２】
【００２０】
　ＣＤＩ活性化ポリロタキサンを以下の手順により調製した。即ち、実施例１で得られた
ポリロタキサン（１ｇ，０．０３６９ｍｏｌ，ＣＤ＝０．８７１ｍｍｏｌ，ＯＨ＝１５．
６ｍｍｏｌ）をＤＭＳＯ（１０ｍｌ）に窒素雰囲気下で溶解させ、Ｎ，Ｎ’－カルボニル
ジイミダゾール（ＣＤＩ）２．５４ｇ（１５．６ｍｍｏｌ；ポリロタキサン中の水酸基と
等量）を加え、窒素雰囲気下室温で反応を行い、３時間経過後エーテルに滴下して白色沈
殿物を生成させ、これをろ過し室温で減圧乾燥して白色粉末のＣＤＩ活性化ポリロタキサ
ン（ＣＤＩ－ＰＲ）を得た。このＣＤＩ－ＰＲの活性化率を紫外吸光分光計を用いて２０
７ｎｍの吸光度から算出したところ、９１．３７％であった。
【実施例３】
【００２１】
　アミノ化ポリロタキサンやスルフォン化ポリロタキサン、カルボキシル化ポリロタキサ
ンを以下のようにして調製した。
【００２２】
　アミノ化ポリロタキサンを以下の手順により調製した。即ち、実施例２で得られたＣＤ
Ｉ－ＰＲ１ｇ（０．０２９ｍｍｏｌ）を２０ｍｌのジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）に
溶解し、ここに過剰量のアミノ化試薬を加え、室温にて３時間攪拌した。その後、反応溶
液を過剰量のジエチルエーテルに投じ、得られた沈殿物を同様の溶媒で洗浄後、目的とす
るアミノ化ポリロタキサンを得た。ここで、アミノ化試薬として、１，２－ジアミノプロ
パンを使用したものをサンプルＮｏ．１（導入されたアミン数１６，α－ＣＤ貫通数１７
）とし、１，３－ジアミノプロパンを使用したものをサンプルＮｏ．２（導入されたアミ
ン数３８，α－ＣＤ貫通数１７）とし、Ｎ，Ｎ－ジメチル－１，２－ジアミノエタンを使
用したものをサンプルＮｏ．３（導入されたアミン数１５８，α－ＣＤ貫通数１７）とし
、Ｎ，Ｎ－ジメチル－１，３－ジアミノプロパンを使用したものをサンプルＮｏ．４（導
入されたアミン数１２８，α－ＣＤ貫通数１７）とした。
【００２３】
　カルボキシル化ポリロタキサンを以下の手順により調製した。即ち、実施例１に準じて
、多数のα－ＣＤ空洞部を貫通したＰＥＧ（分子量４０００）の両末端をＺ－チロシンで
キャップしたポリロタキサンを調製した。このポリロタキサンの無水コハク酸によるエス
テル化により、α－ＣＤ水酸基にカルボキシエチルエステル（ＣＥＥ）基を導入した水溶
性のカルボキシル化ポリロタキサン（導入されたＣＥＥ数１８８，α－ＣＤ貫通数１５）
を合成した。このカルボキシル化ポリロタキサンをサンプルＮｏ．５とした。
【００２４】
　スルホン化ポリロタキサンを以下の手順により調製した。即ち、上述のように合成した
カルボキシル化ポリロタキサンに水溶性カルボジイミドを縮合剤として用いてタウリンを
導入し、スルホン化ポリロタキサンを得た（導入されたタウリン数１１７，α－ＣＤ貫通
数９）。このスルホン化ポリロタキサンをサンプルＮｏ．６とした。なお、実施例１のポ
リロタキサンをサンプルＮｏ．７とした。下記表１に各サンプルの構造的特徴を示す。
【００２５】
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【表１】

【実施例４】
【００２６】
　各サンプルのポリロタキサンにつき、細胞剥離試験を以下の手順により行った。即ち、
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各サンプルのポリロタキサンを正確に秤量した後、７０％エタノールを加えて、２００ｍ
ｇ／ｍＬの溶液あるいは懸濁液を調製した。その後、７０％エタノールで０．０２～２０
ｍｇ／ｍＬの希釈系列を調製し、９６穴プレートに１００μＬずつ添加して、クリーンベ
ンチ内にて一晩送風状態で乾燥させた。細胞増殖用培地１００μＬを添加し、１時間攪拌
してポリロタキサンを再溶解後、ＮＩＨ３Ｔ３細胞懸濁液（高密度条件：３×１０5ｃｅ
ｌｌｓ／ｍＬ、中密度条件：９×１０4ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、低密度条件：３×１０4ｃｅｌ
ｌｓ／ｍＬ、）を１００μＬずつ添加した。最終ポリロタキサン濃度は０．０１，０．１
，１，１０ｍｇ／ｍＬ、ＮＩＨ３Ｔ３細胞密度は１，３，１０×１０4ｃｅｌｌｓ／ｃｍ2

である。その後、５％ＣＯ2、３７℃という条件下で８日まで培養し、顕微鏡下所見を観
察した。
【００２７】
　その結果、カルボキシル化ポリロタキサン（サンプルＮｏ．５）、スルホン化ポリロタ
キサン（サンプルＮｏ．６）及びα－ＣＤ水酸基が無置換のポリロタキサン（サンプルＮ
ｏ．７）を含む培地においては、播種密度にかかわらず、濃度が１ｍｇ／ｍＬ以下ではプ
レート面に接着して増殖するのみで剥離はみられず、濃度が１０ｍｇ／ｍＬでは細胞が接
着せず増殖しなかった。
【００２８】
　これに対して、１級アミンを導入したアミノ化ポリロタキサン（サンプルＮｏ．１，２
）においては、濃度が０．１～１ｍｇ／ｍＬで播種密度が中・高密度条件の場合、培養３
日目までに細胞がシート状に増殖して剥離し、更には収縮して１個のスフェロイドが形成
された。このことから、アミノ化ポリロタキサンが細胞に弱く結合してプレート面への細
胞の接着を部分的に阻害し、シート形成後には細胞シートの収縮力がプレート面と細胞と
の接着力を上回り、シート状に剥離したと推測される。このため、スフェロイドが形成さ
れる前のシート状の段階で細胞シート支持体を用いて細胞シートを回収することが可能で
ある。また、同アミノ化ポリロタキサンにおいて、濃度が１０ｍｇ／ｍＬで播種密度が中
・高密度条件の場合、培養１日めで細胞コロニーが凝集して多数の小スフェロイドが形成
された。このことから、シート状に剥離して１個のスフェロイドが形成される場合に比べ
て、アミノ化ポリロタキサンと細胞との結合量が多く、小さなコロニー形成の段階で細胞
コロニーのシート収縮力がプレート面と細胞との接着力を上回ったと推測される。
【００２９】
　一方、３級アミンを導入したアミノ化ポリロタキサン（サンプルＮｏ．３，４）におい
ては、濃度が１０ｍｇ／ｍＬで高密度条件の場合、培養２，３日めまでに細胞コロニーが
凝集して多数の小スフェロイドが形成され、同濃度で中・低密度条件の場合、プレート面
に接着して細胞が増殖するのみであった。このことから、３級アミンを導入したアミノ化
ポリロタキサンは、１級アミンを導入したアミノ化ポリロタキサンに比べて細胞との接着
性が弱いと推測される。
【００３０】
　以上の細胞剥離試験は、培養工程と剥離工程とを同時に進行させたものであるが、培養
工程においてコンフルエントになる直前にアミノ化ポリロタキサンを添加すれば、細胞が
増殖してシート状になりつつシート収縮力により容器表面から剥離するため、例えば親水
処理したＰＶＤＦ膜（ポリフッ化ビニリデン膜）を上方から落とし、このＰＶＤＦ膜に細
胞シートを接触させたあと膜ごと引き上げることにより、細胞シートを剥離・回収するこ
とができる。
【産業上の利用可能性】
【００３１】
　本発明は、再生医療分野に利用可能である。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】アミノ化ポリロタキサンの合成手順を表す説明図である。
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