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温 度 応 答 性 高 分 子 と し て 知 ら れ る po ly (N- i sopropy lacry lamide )  (PIPAAm)を
電 子 線 重 合 法 に よ り 固 定 化 し た 温 度 応 答 性 培 養 皿 は 32°C を 境 に 培 養 皿 表 面 が 高

温 側 で 疎 水 性 、低 温 側 で 親 水 性 に 変 化 す る 。こ の 性 質 を 利 用 す る こ と で 温 度 変 化

に よ り 培 養 皿 表 面 上 で 細 胞 の 接 着・脱 着 を 制 御 す る こ と が で き る 。さ ら に 、本 表

面 を 利 用 す る こ と で コ ン フ ル エ ン ト 状 態 ま で 培 養 し た 細 胞 を シ ー ト 状 で 回 収 す

る こ と が 可 能 で あ る 。近 年 の 報 告 で は 、こ れ ら 細 胞 の 接 着・脱 着 現 象 は ポ リ ス チ

レ ン 製 組 織 培 養 皿 (Ti ssue -Cul ture -Po lys tyrene :  TCPS)上 に 固 定 化 さ れ た ポ リ マ

ー 層 の 厚 み が 約 15  nm の 超 薄 膜 の 場 合 に の み 観 察 さ れ 、 そ の 厚 み が 約 30  nm 程

度 ま で 厚 く な る と 細 胞 の 接 着 性 が 著 し く 低 下 す る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。こ

の 違 い は 、 疎 水 性 基 材 で あ る TCPS に よ る グ ラ フ ト PIPAAm 鎖 に 対 す る 脱 水 和

の 促 進 が 寄 与 し て い る 。 す な わ ち 、 膜 厚 が 薄 い 15  nm の PIPAAm 固 定 化 表 面 は

よ り 疎 水 性 を 示 す が 、 こ れ よ り も 厚 い 30  nm で は 15  nm の と き の そ れ よ り も 水

和 し て い る と 考 え ら れ 、超 薄 膜 の 固 定 化 ゲ ル の 物 性 は 基 材 表 面 物 性 の 影 響 を 受 け

る こ と が 推 察 さ れ る 。一 般 的 に 、細 胞 接 着 、増 殖 、生 理 的 機 能 は 材 料 の 表 面 物 性

に よ り 影 響 を 受 け る こ と が 知 ら れ て い る 。こ れ は 材 料 表 面 に 吸 着 し た 細 胞 外 マ ト

リ ッ ク ス (Extra  Ce l lu lar  Matr ix :  ECM)等 の タ ン パ ク 質 と イ ン テ グ リ ン 等 の 細

胞 膜 表 層 の ECM 受 容 体 が 結 合 す る と 、 イ ン テ グ リ ン の ク ラ ス タ リ ン グ や 受 容 体

か ら の 接 着 に よ る 細 胞 内 シ グ ナ ル の 伝 達 (受 容 体 活 性 化 に よ る シ グ ナ ル 伝 達 な ど )
に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。従 っ て 、材 料 表 面 で の タ ン パ ク 質 吸 着 お よ び 細 胞 接 着

現 象 を 捕 ら え る 事 は 、細 胞 接 着 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 細 胞 機 能 変 化 の 解 析 、解

明 に お い て 極 め て 重 要 で あ る 。  
本 研 究 で は 、 界 面 近 傍 の み を 高 感 度 に 観 察 で き る 全 反 射 型 蛍 光 顕 微 鏡 (Tota l  

In ternal  Re f l ec t i on  F luorescence  Microscopy :  TIRFM)に 着 目 し 、 TIRFM に よ

る 細 胞 接・脱 着 時 の 測 定 が 可 能 な 温 度 応 答 性 ガ ラ ス 表 面 の 作 製 と 、そ の 表 面 物 性

が 培 養 細 胞 に あ た え る 影 響 に つ い て の 検 討 を 行 っ た 。   
 
本 論 文 は 、 以 下 の 4 章 よ り 構 成 さ れ る 。  
第 １ 章 は 、温 度 応 答 性 高 分 子 ゲ ル の 特 性 と そ れ を 固 定 化 し た 表 面 の 応 用 を 既 往

研 究 か ら 振 り 返 り 、温 度 応 答 性 表 面 と 培 養 細 胞 と の 相 互 作 用 に つ い て 現 状 で 未 解

明 な 点 を 明 ら か に し た 。 次 い で 、 本 論 文 の 目 的 と 意 義 を 議 論 し た 。  
 
第 2 章 で は 、電 子 線 重 合 法 に よ り 種 々 の モ ノ マ ー 濃 度 で 温 度 応 答 性 高 分 子 を ガ

ラ ス 表 面 に 固 定 化 し 、 そ の 表 面 特 性 が 培 養 細 胞 の 接 ・ 脱 着 に 与 え る 影 響 を 検 討 し

た 。X 線 光 電 子 分 光 法 に よ り C,  O ,  N ,  S i の 元 素 組 成 比 を 測 定 し た と こ ろ 、作 製 し

た 温 度 応 答 性 表 面 の 元 素 組 成 比 は モ ノ マ ー の 構 造 か ら 計 算 さ れ る 理 論 値 と 精 度 よ

く 一 致 し 、ガ ラ ス 表 面 上 に PIPAAm が 固 定 化 さ れ た こ と が 確 認 さ れ た 。次 に ガ ラ

ス 表 面 上 に 固 定 化 し た PIPAAm 量 を 、ATR/FT-IR を 用 い て 定 量 し た と こ ろ 、仕 込
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み モ ノ マ ー 濃 度 の 増 加 に 従 い ゆ る や か な 増 加 傾 向 を 示 し 、5 か ら 50  wt%仕 込 み の

モ ノ マ ー 濃 度 に た い し て 、そ れ ぞ れ 0 .84 か ら 1 .49  µg / cm 2 の 値 と な っ た 。ま た 固

定 化 さ れ た ポ リ マ ー 膜 厚 を 測 定 す る た め 、 ポ リ マ ー 層 を UV エ キ シ マ レ ー ザ ー で

部 分 蒸 散 さ せ そ の 断 面 を 原 子 間 力 顕 微 鏡 (Atomic  Force  Microscopy :  AFM)で 観

察 し た 。そ の 結 果 、仕 込 み モ ノ マ ー 濃 度 の 増 加 に 従 い ポ リ マ ー 膜 厚 は 3 .5 か ら 9 .6  
nm の 範 囲 で 増 加 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ の 結 果 よ り 、 仕 込 み モ ノ マ ー 濃 度 を

変 化 さ せ る こ と で 、 PIPAAm 固 定 化 層 の 厚 み を ナ ノ メ ー ト ル オ ー ダ ー で 制 御 で き

る こ と を 確 認 し た 。つ い で 、こ れ ら の 表 面 の 20° C お よ び 37°C で の 水 に 対 す る 濡

れ 性 を 静 的 接 触 角 法 に よ り 評 価 し た 。そ の 結 果 、す べ て の PIPAAm 固 定 化 ガ ラ ス

表 面 で 、 高 温 側 で は 疎 水 性 を 示 し 、 低 温 側 で は 親 水 性 を 示 す 温 度 応 答 性 の 表 面 で

あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 モ ノ マ ー 濃 度 の 増 加 に と も な い 表 面 が よ り 親 水 性

に 変 化 し た 。 こ れ は 、 ポ リ マ ー の 厚 み が 増 加 す る こ と で 、 ポ リ マ ー 表 層 部 の 高 分

子 鎖 の 分 子 運 動 性 に 対 す る 基 材 物 性 に よ る 抑 制 が 小 さ く な る た め 、 そ の 結 果 、 高

分 子 鎖 の 水 和 が 促 進 さ れ 、 親 水 的 な 表 面 に な っ た た め と 考 え ら れ る 。  
続 い て 、作 製 し た PIPAAm 固 定 化 ガ ラ ス の 細 胞 接 着 性 お よ び 脱 着 に つ い て ウ シ

頚 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 を 用 い て 評 価 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 ポ リ マ ー 膜 厚 の 一 番 薄 い

3 .5  nm の 表 面 が 最 も 接 着 性 が 高 く 、膜 厚 の 増 加 に と も な い 細 胞 の 接 着 性 が 低 下 し

た 。 ま た 、 膜 厚 7 .4  nm 以 上 の PIPAAm 固 定 化 表 面 で は 細 胞 が 接 着 し な か っ た 。

こ の 結 果 は 、 ポ リ マ ー 膜 厚 の 増 加 に と も な う 表 面 の 親 水 性 化 の 結 果 と 傾 向 が 一 致

し て い る 。 つ ま り 、 水 中 (培 地 中 )の PIPAAm 固 定 化 層 は 相 転 移 温 度 以 上 (37° C)で
も 脱 水 和 し て い る が 、固 定 化 層 の 厚 み が 増 加 す る に 従 い 高 分 子 鎖 の 水 和 が 促 進 し 、

細 胞 接 着 を 抑 制 す る 表 面 と な っ た 。ま た 、低 温 処 理 に よ り PIPAAm を 固 定 化 し た

ガ ラ ス 表 面 か ら 1 時 間 以 内 に ほ ぼ 全 て の 細 胞 が 脱 着 し た 。  
こ れ ら の 結 果 か ら 、 温 度 変 化 に よ り 培 養 細 胞 の 接 ・ 脱 着 の 制 御 が 可 能 な 温 度 応

答 性 表 面 を 作 製 す る た め に は 、 4  nm 以 下 の 超 薄 膜 PIPAAm 層 を 構 築 す る こ と が

必 要 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。  
 
第 3 章 で は 、温 度 応 答 性 高 分 子 薄 膜 表 面 の 水 和 状 態 の 解 析 と 細 胞 接 着 タ ン パ ク

の 吸 着 挙 動 に つ い て 検 討 を 行 っ た 。 乾 燥 時 に お い て 3 .3 お よ び 8 .8  nm の 2 種 類

の ポ リ マ ー 膜 厚 の PIPAAm 固 定 化 表 面 に UV エ キ シ マ レ ー ザ ー を 照 射 し 、微 細 加

工 を 行 っ た 。次 に AFM を 用 い て 25°C お よ び 37° C の 条 件 で 微 細 加 工 部 位 の 水 中

測 定 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 ポ リ マ ー 膜 厚 3 .3  nm の 表 面 は 6 .0  nm(37°C)か ら  8 .0  
nm(20°C)と 温 度 変 化 に と も な い ポ リ マ ー 層 が 膨 潤 し た の に た い し て 、 膜 厚 8 .8  
nm の 表 面 で は 、12 .9  nm(37°C)か ら  25 .4  nm(20° C)と よ り 大 き な 厚 み の 変 化 が 観

察 さ れ た 。 ま た 37°C に お い て 微 小 領 域 (3  ×  3  µm)の 表 面 形 状 を 測 定 し た と こ ろ 、

PIPAAm 表 面 の 脱 水 和 に よ る マ ッ シ ュ ル ー ム 状 の 凝 集 が 確 認 さ れ 、そ の 大 き さ は

膜 厚 3 .3  nm の 表 面 で 50  nm 程 度 だ っ た の に 対 し 、膜 厚 8 .8  nm の 表 面 で は 100  nm
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程 度 だ っ た こ と か ら 、 膜 厚 の 薄 い 表 面 で よ り 脱 水 和 が 促 進 さ れ て い る こ と が 確 認

さ れ た 。次 に 細 胞 接 着 タ ン パ ク 質 で あ る フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン を 、上 記 の 2 種 類 の 表

面 に 37°C で 24 時 間 反 応 さ せ そ の 吸 着 量 を 定 量 し た と こ ろ 、そ れ ぞ れ 膜 厚 3 .3  nm 
の 表 面 で 330  ng / cm 2  (膜 厚 3 .3  nm)と 膜 厚 8 .8  nm の 表 面 で 130  ng / cm 2 と 大 き く

異 な る 値 を 示 し た 。 ま た 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 吸 着 後 の 表 面 を AFM で 測 定 し た 結

果 、 そ の 吸 着 の 形 態 に 差 が 見 ら れ た 。 膜 厚 3 .3  nm の 表 面 で は 繊 維 状 の 凝 集 が 見

ら れ た の に 対 し 、 膜 厚 8 .8  nm の 表 面 で は 球 状 あ る い は 環 状 の 形 態 が 見 ら れ た 。

こ れ ら の 結 果 か ら 、 37°C に お い て 膜 厚 8 .8  nm の 表 面 は 膜 厚 3 .3  nm の 表 面 と 比

較 し て 水 和 が 促 進 さ れ て お り 、 細 胞 接 着 タ ン パ ク と の 相 互 作 用 が 弱 い こ と が 確 認

さ れ た 。そ の た め 、相 転 移 温 度 以 上 の 37°C に お い て も 膜 厚 8 .8  nm の 表 面 は 細 胞

非 接 着 性 を 示 す と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 表 面 に 吸 着 し た フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 吸 着

形 状 も 異 な っ た こ と か ら 、RDG 部 位 な ど の モ チ ー フ が 隠 れ た 立 体 構 造 に な っ て い

る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  
 
第 4 章 は 、温 度 応 答 性 高 分 子 表 面 か ら 低 温 処 理 に よ り 剥 離 す る 培 養 細 胞 の 膜 タ

ン パ ク の 挙 動 を TIRFM に よ り 測 定 し 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 で あ る ト リ プ シ ン を

用 い た 場 合 と の 違 い を 検 討 し た 。細 胞 膜 貫 通 タ ン パ ク で あ る イ ン テ グ リ ン β1 を 蛍

光 染 色 し た 正 常 ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 を PIPAAm 固 定 化 ガ ラ ス 表 面 に 播 種 し 、低

温 処 理 お よ び 0 .1%ト リ プ シ ン に よ る 2 種 類 の 剥 離 方 法 を TIRFM に よ り 測 定 し た 。

そ の 結 果 、低 温 処 理 に よ り 方 法 で は 、接 着 細 胞 が 約 5 分 で 伸 展 状 態 か ら 球 状 に 変

化 し 、 部 分 的 に イ ン テ グ リ ン を 基 材 表 面 に 残 し な が ら 剥 離 し た 。 ま た 、 一 般 に イ

ン テ グ リ ン の ク ラ ス タ ー は 、細 胞 の 伸 展 、移 動 に お い て 0 .1 -0 .5  µm/min 程 度 の 速

度 で 移 動 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 今 回 、 細 胞 の 脱 着 に と も な う ク ラ ス タ ー の

移 動 は 、約 15 秒 で 数 µm 移 動 す る 非 常 に 変 化 の 大 き な も の だ っ た 。一 方 、ト リ プ

シ ン 処 理 に よ る 細 胞 の 剥 離 過 程 で は 基 材 表 面 に 大 部 分 の イ ン テ グ リ ン 分 子 が 残 存

す る 結 果 が 観 察 さ れ た 。 こ れ は ト リ プ シ ン 処 理 に よ る 細 胞 の 剥 離 過 程 で 、 イ ン テ

グ リ ン 分 子 が 切 断 さ れ た た め と 考 え ら れ る 。 以 上 の 結 果 か ら 、 作 製 し た 温 度 応 答

性 表 面 上 の 細 胞 膜 タ ン パ ク の 挙 動 精 度 よ く 測 定 す る こ と に 成 功 し た 。  
 
以 上 の よ う に 、 本 論 文 で は 、 電 子 線 重 合 法 を 用 い て ガ ラ ス 表 面 上 に 温 度 応 答 性

超 薄 膜 を 構 築 し 、そ の 表 面 物 性 が 培 養 細 胞 に 与 え る 影 響 に つ い て 詳 細 に 検 討 し た 。

ま た 、 作 製 し た 表 面 を 用 い て 、 細 胞 膜 タ ン パ ク の 蛍 光 イ メ ー ジ ン グ に よ り 、 細 胞

剥 離 法 の 違 い に よ る 膜 タ ン パ ク へ の 影 響 を 評 価 し た 。TIRFM に よ る 観 察 と 、表 面

物 性 の 評 価 を 組 み 合 わ せ る こ と で 、 種 々 の 培 養 細 胞 に 合 わ せ た 温 度 応 答 性 表 面 の

精 密 設 計 に 利 用 で き る と 期 待 さ れ る 。  
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