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研究分野： 
科研費の分科・細目： 
キーワード：細胞ローリング・抗体・抗ＣＤ34 抗体・幹細胞・表面修飾 
 
１．研究計画の概要 

ソフト界面で起こるダイナミックな現象
の一つにローリングがある。本研究では、細
胞親和性リガンドで修飾したソフト界面上
で起こる細胞のローリング現象を詳細、かつ、
動的に把握し、その特性ゆえに発揮される機
能を、新たなバイオマテリアル開発へと応用
する。具体的には、幹細胞表面レセプターに
対する抗体を固定化したソフト界面におい
て、組織幹細胞を精密に分離できる現象を見
出した。現在、①種々のリガンド固定化ソフ
ト界面における細胞表面レセプターの吸脱
着反応の物理化学的解析、②細胞分離システ
ムとしてのソフト界面構造を評価する。 

 
２．研究の進捗状況 

平成 20 年度までに、シリコンチューブあ
るいはガラスチューブ内腔にポリアクリル
酸の高分子鎖を導入したリガンド固定界面
を構築し、この界面において特定の表面マー
カー分子密度を有する細胞を分離できるこ
とを明らかにした。抗 CD34 抗体固定化カラ
ムにより分離した細胞フラクションの骨分
化能力の検討に加えて、抗 CD90 抗体固定化
カラムにより分離した間葉系幹細胞のサブ
フラクションの心筋分化特性について検討
を行ない、CD３４に認められた傾向と同様
の傾向が認めている。しかし、細胞と基材と
の非特異的な相互作用は細胞の連続的なロ
ーリングを阻害し、分離精度を低減させる。
その原因として、界面におけるリガンド固定
化密度やその配向性が影響しているものと
考えられた。平成 21 年度に本プロジェクト
により新たに導入した ImagEM EM-CCD 高
速度カメラにより、CD34 陽性モデル細胞、

CD34 陽性モデル細胞、および、骨髄由来間
葉系幹細胞が、作成したリガンド固定化カラ
ム中での細胞ローリング速度の定量化が可
能になった。その結果、細胞の非特異的吸着
によりカラム中で停止する細胞フラクショ
ンが多く存在することが明らかとなった。 
これを解決するためには、抗体分子を単層

でかつ、均一に固定化する事が有効である。
リガンドを単層で固定化するために、種々の
条件でガラス表面に対してシランカップリ
ング剤の処理によりアミノ基を導入した。X
線光電子分光法 (XPS) により修飾したガラ
ス表面の構造を解析した結果、表面からの深
さ 16nm の範囲でのみアミノ基に由来する
400eV 付近の XPS シグナルを検出した。導
入したアミノ基を活性化した後に、還元型抗
体を固定化した。還元型抗体を固定化するこ
とにより、抗体認識部位の配向性を均一に制
御することが可能となる。非特異吸着を効率
よく抑制できると期待される両親媒性ベタ
インモノマーのブラシ構造を ATRP により
構築した。その結果、非特異吸着が大きく抑
制され、カラムからの溶出率(細胞回収率)が
飛躍的に向上し、細胞溶出パターンもシャー
プなものに変化した。今後、これらのカラム
により分離した細胞の心筋等機能細胞への
分化能を検討する必要がある。 

 
３．研究の進捗状況 

①当初の計画どおりに進展している。 
 (理由)プロジェクト開始時にはグラフト重
合方により、本システムの有用性が定性的に
は示されていた。本プロジェクトにより、細
胞の機能や分化特性をも分離できる可能性
が示唆された。一方で、高速度カメラの導入
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により、その非特異的相互作用に基づく分離
特性の低さが定量的に示された。しかしなが
ら、この点は、北野教授らとの共同研究によ
り、ほぼ完全に解決できるめどが立ち想定さ
れた計画通りに進行している。今後、高分子
ブラシ構造の導入により想定以上の高い効
果も期待している。 
 
４．今後の研究の推進方策 

これまでに行ってきた抗 CD34 抗体固定化
カラムにより分離した細胞フラクションの
骨分化能力の検討に加えて、抗 CD90 抗体固
定化カラムにより分離した間葉系幹細胞の
サブフラクションの心筋分化特性について
検討を行ない、CD３４に認められた傾向と同
様の傾向が認めている。これらを、高分子ブ
ラシソフト界面上にて同様に検討を進める
とともに、心筋分化能力の高い P19CL6 細胞
株を用いてその分化特性との相関の詳細な
検討を行う予定である。  
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