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研究成果の概要（和文）：通常は液性因子としてふるまう生体分子を材料に固定化するとその活性が顕著に変化
することが知られている。本研究ではこの作用の時間分解分析を行うための研究ツールとしてマイクロパターン
化基板と反応性ナノ粒子を開発した。女性ホルモンエストラジオールと上皮成長因子をこれら材料に固定化する
ことで，細胞応答の時間空間動態を捉えることができるようになった。本手法は新たなバイオマテリアルや薬剤
の開発に重要な情報を与えうる。

研究成果の概要（英文）：Some diffusible biomolecules change their activities upon their conjugation 
to materials. In this project, we developed new research tools for cellular responses to 
material-biomolecule conjugates. We have succeeded in observation dynamic processes of estradiol or 
epidermal growth factor conjugated to micropatterned substrates and nanoparticles, respectively. 
These methods will give us useful information for the developments of new biomaterials and drugs.

研究分野： 生体分析化学
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１．研究開始当初の背景 
本来は液性因子として作用する成長因子

やホルモンを，基板や高分子ゲルに固定化し
て細胞に作用させると，通常よりも持続・亢
進した生理活性や，時として全く異なる生体
応答を惹起することがある。このことから液
性因子を化学的に固定化したバイオマテリ
アルに注目が集まり，組織工学や疾患治療へ
の応用が進められている。ただ，肝心のメカ
ニズムについては，諸説あるものの，決定打
が出ていないのが現状だ。それは，①基質へ
の定量的な固定化と②反応開始時点の制御
が難しいことに起因している。これは，通常
の液性因子ではストプトフロー法やフロー
インジェクションが使えるのと大きな違い
といえる。 
一方で申請者は，光応答性分子に基づくケ

ージド基板を利用した細胞接着現象の時空
間制御法を開発してきた。最近では，ナノパ
ターン基板を用いることで，基質の細胞接着
力の定量的な制御を達成している。これらの
戦略は先述の固定化液性因子の研究にも好
適と考え本研究に想到した。 
 
２．研究の目的 
本研究では，固定化液性因子などの非拡散

性因子が誘起する細胞応答の定量的な時間
分解分析法を開発する。 
研究対象とする液性因子の一つにエスト

ラジオール（E2）を用いた。E2 は女性ホル
モンの一種であり，通常は核内受容体に作用
し，様々な遺伝子発現を調節する役目を果た
している。その一方で，E2 には細胞膜での作
用（非ゲノム作用）もあり，通常の溶存状態
の E2 を添加した場合，両方を刺激すること
になる。ここでは E2 を基盤に固定すること
で，非ゲノム作用のみにフォーカスする方法
論を開発した。この場合は，マイクロ・ナノ
パターニングで基質への液性因子の定量的
な固定化を担保することをめざした。 
また，二つ目の研究対象には上皮成長因子

（EGF）を選んだ。EGF は増殖性を示すが固
定形態を変えることで分化誘導を引き起こ
すことが知られている。本研究では，金のナ
ノ粒子に固定化した場合の細胞応答につい
て調べた。こちらについては，添加量は通常
の液性因子と同じようにコントロールでき
るが，細胞に暴露される局所密度としては，
EGF の表面密度を変化させることで調節す
る。 
以上の二つの課題について，材料の精確な

キャラクタリゼーションの上で，生化学分析
と照合しながら，本手法の有用性を検証する
ことをめざした。 
 
３．研究の方法 
（１）固定化 E2 に関する研究 
フォトリソグラフィーおよび電子戦リソ

グラフィーによって，ガラス基板上に μm/nm
サイズの金領域（φ = 2 μm）をアレイ状に形

成した。ガラス領域を PEG silane で不動態化
し，その末端に細胞接着性ペプチドの RGD
を修飾するとともに，金領域はチオール化
PEGで修飾しその末端にE2を固定化した（図
１）。細胞はこの基板に対して RGD を介して
接着でき，かつ基板に固定化された E2 が暴
露される状態になる。それぞれのリガンドが
PEG を介して提示されているため，細胞が分
泌するタンパク質や培地中のタンパク質の
吸着によりこれらのリガンドが覆い隠され
ないように設計されているのがキモである。
また，金領域のサイズ・密度を変えることで，

細胞に暴露される E2 の量（濃度に相当する）
も変化させることもできる。 
 
図１．E2 を固定化したマイクロ・ナノパター
ン化基板の設計と電顕写真，表面修飾方法 
 
（２）EGF 固定化ナノ粒子に関する研究 
直径 20nm の金ナノ粒子の表面を，末端に

PEG と活性エステルを有するジスルフィド
で修飾した。ここに EGF を作用させ，繰り
返し遠心洗浄することで EGF 固定化ナノ粒
子を作製した。ナノ粒子の粒径は動的光散乱
法で求めた。また，ナノ粒子当たりの EGF
固定化量は遠心洗浄操作前後での溶液中の
EGF 濃度の減少分から見積もった。このナノ
粒子をHeLa細胞に作用させた際の細胞内で
の分布を暗視野観察によって評価した。また，
細胞への作用は代表的なリン酸化酵素の活
性化のウェスタンブロッティングによる解
析と，Annexin V 染色によるアポトーシス活
性をもって評価した。いずれの解析において
も通常の可用性の EGF と結果を比較した。 
 
４．研究成果 
（１）固定化 E2 に関する研究 
リソグラフィーで作製したパターン化基

板は走査型顕微鏡で確認し，金領域のサイズ
や間隔を望み通りコントロールできること
を確認した（図１C）。つぎに基板表面での化
学反応の可否を確認するために，マイクロパ
ターン基板と同じ方法で，別途用意した全面
金基板に E2 を修飾し，QCM-D および SPR



によりその修飾過程を評価するとともに，固
定化された E2 に対するエストロゲン受容体
の結合能を評価した。特に QCM-D による解
析で求めたΔD-Δfのプロットをコントロール
の基盤と比較すると，基板上で E2 と結合し
たエストロゲン受容体の粘弾性情報および
含水量を求めることができ，この結果からも
エストロゲン受容体が非特異吸着で結合し
ているわけでは無いことが示された（図２）。
以上の結果から，金基板表面に活性を保持し
た状態で E2 を固定化できていること確認さ
れ，さらに PEG を介して E2 を固定化するこ
とによる表面不動態化の有効性も明らかに
なった。 

図２．QCM-D を用いた固定化 E2 の評価 
 
最後に，マイクロパターン化基板上に乳が

ん細胞株 MCF-7 細胞を付着させ，その細胞
応答を解析した。E2 を修飾していないコン
トロールの基板では，ERK の活性化は細胞
接着時の一時的なものであったが，E2 固定
化基板では，その活性化が持続した（図３A）。
さらに，E2 固定化した基板は，通常の遊離
状態の E2 とは異なり，細胞増殖を更新しな
いことも確認した（図３B）。これらより，本
手法が材料に固定化した E2 の作用の解析に
有用であることが示された。 

 
図３．E2 固定化マイクロパターン基板での 
 
（２）EGF 固定化ナノ粒子に関する研究 
最初に EGF 固定化ナノ粒子のキャラクタ

リゼーションを行ったところ，このナノ粒子
は粒径が 50 nm 程度で，1 粒子当たり 50 分
子程度の EGF が固定化されていることが分
かった。つぎに HeLa細胞への作用を調べた。
EGF 受容体の代表的な下流タンパク質とし

て ERK と AKT のリン酸化を調べたところ，
可用性の EGF については，ERK と AKT と
もに一過性の活性化が起こるのに対して，
EGF 固定化ナノ粒子は，AKT のみ一過性の
応答を示し，ERK の活性化は長時間持続さ
れた。つづいて HeLa 細胞のアポトーシス誘
導能を調べたところ，通常の EGF は細胞増
殖を当然のようにその活性は示さないが，
EGF 固定化ナノ粒子はアポトーシスを引き
起こすことが分かった。また，EGF の固定化
量を 1/4 および 1.5 倍に変化させてもアポト
ーシス活性にはほとんど影響がないことも
確認している。そこで，EGF 固定化ナノ粒子
の作用点を調べるべく，暗視野観察で金ナノ
粒子を観察しつつ，ラフトマーカーを蛍光観
察したところ，EGF 固定化ナノ粒子はラフト
に作用していることが示唆された。一方で，
ラフトの形成を阻害するβ-CD で予め処理
した細胞に EGF-GNPs を添加したところ，
アポトーシス誘導活性がほぼ失われること
が分かった。この結果より、通常は細胞増
殖・分化を促進する EGF を金ナノ粒子に固
定化することで，逆に細胞死を誘導するメカ
ニズムにおいて，脂質ラフトが重要な役割を
果たしていることが示唆された。以上の結果
から，ナノ粒子によって固定化することで
EGF の活性は決定的に変化することが分か
った。 
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