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研究成果の概要（和文）：本研究では、材料表面へのタンパク質の吸着とそれを介した細胞接着を、様々な材料表面を
用い、水晶振動子マイクロバランス(QCM-D)法を用いて評価することで、初期接着挙動を解析するデバイス創製を目的
とした。QCM-Dを用いることで、タンパク質が材料の吸着し細胞が接着する一連のプロセスを同一パラメータで解析す
ることができた。また細胞接着密度の異なる接着細胞数では、接着している細胞数が多いと、吸着と伸展の挙動は検出
されるが、リモデリングは観察されないという差異をQCM-Dで解析することができた。細胞と材料表面の接着挙動を動
的に解析するデバイスとしてQCM-Dが適応できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To consider cell-materials interaction, we studied to understand the initial cell 
adhesion behavior on the materials surface using quartz crystal microbalance with dissipation (QCM-D). The
 first phase of cell-material interactions is protein adsorption and after that cells start to attach, adh
ere and spread on the protein adsorption layer. A total series of the protein adsorption behavior and cell
 adhesion behavior on different material surfaces has been evaluated clearly by QCM-D.
The adhesion strength of cell-materials interface can be also evaluated by QCM-D. QCM-D is one of the anal
ytical tools for evaluating the adhesive strength, which is an index of the interaction between cell and m
aterials and is characterized by real time monitoring.
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１．研究開始当初の背景 
 再生医療や組織工学の発達において、細胞
と材料間の相互作用を解析することは、細胞
の材料表面への初期接着挙動が、増殖、伸展、
分化およびアポトーシスなどの後の細胞挙
動に大きな影響を与えるため重要である。細
胞は、材料表面に吸着したタンパク質を介し
て表面と相互作用する。しかし、物性の異な
る材料表面におけるタンパク質吸着、さらに
吸着したタンパク質がどのように細胞初期
接着過程に影響を及ぼすのかの詳細が明ら
かにされていないのが現状であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、様々なナノ構造を有する材料
表面へのタンパク質の吸着とそれを介した
細胞接着を同一のパラメータで評価するこ
とで、初期接着挙動を解析するデバイス創製
を目的とした。タンパク質吸着および細胞の
接着挙動解析用の診断デバイスに関しては、
基板へ吸脱着した物質の物理特性を検出で
きる水晶振動子マイクロバランス(QCM-D)
を用いた。 
 
３．研究の方法 
３.1分子認識バイオインターフェースのナ
ノ構築 
 細胞接着は、タンパク質吸着表面に起こる
反応である。そこでタンパク質を固定化する
表面として種々の材料物性を持つ分子認識
バイオインターフェースの構築を行った。細
胞機能診断用の QCM-D に展開するため、
QCM-D センサー基板への分子認識ポリマー
膜を作製する技術を検討した。光グラフト重
合やポリマーコーティングに関しては、
QCM-D のシグナルの安定性が得られず、解
析が難しいことが分かり、表面開始型原子移
動ラジカル重合法(SI-ATRP)を選択した。 
 まず、分子認識バイオインターフェースと
して、PAEMA(カチオン性)、 PBMA（疎水
性）、PMSu（共有結合性）の高密度ポリマー
ブラシの作製を行うタンパク質吸着に関す
る基礎データを収集した。この際、タンパク
質の変性を抑制すると報告のある PMPC を
用い、タンパク質を固定化できる PAEMAと
のブロックポリマーブラシ(PMbA)表面を作
製した。固定化した一次抗体の結合解離定数
を調べたところ、PAEMA > PBMA > PMSu > 
PMbA となった。PAEMA はカチオン性ポリ
マーであり、静電的な引力により抗体と強く
相互作用をすることで抗体の構造変化を引
き起こしたため、活性が大きく失われたと考
えられる。また、PMbAにおいて結合解離定
数が PAEMAと比べて減少し、抗体の活性が
向上したことを示している。下層の PMPCが
タンパク質吸着抑制能を持つことから、
PMPCが抗体と表面の相互作用を緩和するこ
とで抗体の構造変化を抑制し、抗体抗原結合
解離定数が減少したものであると考察した。 
  細胞接着挙動を評価するため、SI-ATRPに

より、モノマーにMPC(生体親和性)、HEMA(親
水性)、MEMA(カチオン性)およびMPS(アニオ
ン性)を用いて、QCM-Dの金基板に形成させた
SI-ATRPの開始剤の自己組織化単分子(SAM)
膜上にポリマーグラフト基板を作製した。細
胞播種後24時間での各ポリマーブラシ表面上
の細胞形態観察から、poly(MPC)ブラシ基板で
は細胞はほとんど接着せず、poly(HEMA)ブラ
シ基板では細胞は接着したが形態が丸いまま
で伸展しておらず、poly(MEMA)表面では積極
的な接着および伸展が見られた。QCM-D基板
上に分子認識膜として、SI-ATRP法で種々な物
性をもつポリマーブラシを作製する方法を確
立した。 

3.2 細胞機能診断デバイスの構築 
 細胞の全く接着しないPMPCブラシを選択
し、QCM-D 基板上に細胞接着部位と、細胞
非接着部位を作り分けたパターン化基板を
作製し、細胞間の距離により細胞接着挙動の
違いを評価するデバイスを QCM-D を用いて
作製した。パターン化基板での評価の前に、
パターン化されていない均一な QCM-D の金
基板を用いて、材料と細胞間の相互作用の解
析が可能であるかを、細胞数を変化させた際
の細胞と材料間の相互作用、接着挙動解析を
行うことで評価した。結果を図１に示した。
密度の異なる接着細胞数では、異なる D-fプ
ロットが得られ、細胞と材料表面の接着挙動
が異なることが示され、QCM-D によるタン
パク質吸着、細胞接着の解析手法を確立した。 
 

 
図１ 密度の異なる細胞接着表面での
QMC-Dによる細胞接着挙動。接着している
細胞数が多いと、吸着と伸展の挙動は検出さ
れるが、リモデリングは観察されない。横軸
は、周波数変化(Δf)縦軸は、粘弾性変化(Δ
D)を表す。 
 
４．研究成果 
  SI-ATRP 法を用い、タンパク質吸着表面と
して、種々の物性をもつポリマーブラシ表面
を精密に作製することができた。タンパク質
吸着と細胞接着挙動を QCM-D により評価す



るシステムを構築した。このシステムにより
タンパク質吸着と細胞の接着および伸展プ
ロセスを追跡することが可能となった。 
 分子認識バイオインターフェースの構築
と分子認識膜の評価として、細胞接着挙動解
析を行う QCM-D が構築でき、目的としてい
た「様々なナノ構造を有する材料表面へのタ
ンパク質の吸着とそれを介した細胞接着を
同一のパラメータで評価することで、初期接
着挙動を解析するデバイス創製」を達成した。 
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