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研究成果の概要：超薄膜グラフトゲルが基材表面物性の影響を受ける点に着目し、TCPS のよう

な疎水性基材ではなく親水性基材表面に PIPAAm をグラフトした場合、親水性基材成分から水分

子が供給され迅速な細胞および細胞シートの剥離が実現できると推測した。本研究では、この

コンセプトを基に TCPS 表面にポリアクリルアミドをグラフトした親水性表面を作製し、さらに

その表面上に温度応答性高分子をグラフトした新規温度応答性培養皿を作製した。細胞接着お

よび剥離の結果から、新規温度応答性表面において細胞接着性が損なわれることなく、温度変

化により迅速な細胞剥離が実現できることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 温 度 応 答 性 高 分 子 、
poly(N-isopropylacrylamide)（PIPAAm）は
水溶液中において、３２℃を境に高温側では
高分子鎖は脱水和、凝集し水溶液は白濁する
が、低温側では水和、伸張し透明となる。
PIPAAm を材料表面にグラフトすることで、温
度変化により親水性、疎水性に変化する機能
性表面を得ることができる。PIPAAm を電子線
重合法で Tissue Culture Polystyrene（TCPS）
表面にグラフトした表面（PIPAAm-TCPS）に
細胞を播種すると、３７℃において細胞は接

着、伸展、増殖することができる。コンフル
エント状態まで細胞を培養し、温度を２０℃
に下げることで細胞をシート状で非侵襲的
に剥離することができ、得られたシートの基
底膜側には細胞外真トリック（ECM）成分が
保持されている。膜タンパク質を破壊し細胞
を基材表面から回収するトリプシン酵素に
よる手法と比較した場合、PIPAAm-TCPS から
のマイルドな温度変化による細胞剥離は細
胞へのダメージは極めて小さい。本研究グル
ープでは、回収した細胞シートが保持する
ECM 成分の特性を利用し、臨床応用への研究
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を展開している。このような細胞接着、剥離
機能は PIPAAm を TCPS 表面上に 20nm 程度の
超薄膜状でグラフトすることではじめて発
現する。PIPAAm の膜厚が 40nm 程度の場合、
３７℃でも細胞は接着しない。これは、疎水
性 TCPS の基材界面近傍で起こる PIPAAm 鎖の
疎水性凝集が、PIPAAm-TCPS 表面の PIPAAm 鎖
の脱水和を促進し細胞が接着できる疎水性
表面を提供できると考えている。すなわち、
基材物性表面により超薄膜物性が制御でき
ることが期待できる。 
 一方、細胞シートを利用した臨床応用を推
進するには、患者様の負担を軽減するために、
より迅速な細胞シートの回収が臨まれてい
る。本研究提案は、PIPAAm 超薄膜が基材物性
に影響を受ける点に着目し、PIPAAm 鎖の水和
を迅速化する基材界面、PIPAAm 層の設計を検
討し、細胞シート剥離の迅速化を検討した。 
 
２．研究の目的 
 本研究提案の目的は、上記のコンセプトに
基づき、親水性基材表面に PIPAAm をグラ
フトし、迅速な細胞剥離を示す新規温度応答
性細胞培養表面を開発することである。 
 
３．研究の方法 
（１）モデル親水性基材表面の開発 
 モデルとなる親水性基材表面を得るため
に電子線照射重合法によりポリアクリルア
ミド（PAAm）を TCPS表面（PAAm-TCPS）にグ
ラフトした。その際、初期の添加モノマー量
を変化させ、グラフト量が異なる PAAm を得
た。 
（２）電子線重合法による PAAm-TCPS 表面へ
の PIPAAm のグラフト 
 電子線照射重合法によりPAAm-TCPS表面に
PIPAAm をグラフトした（PIPAAm-PAAm-TCPS）。
その際、初期の添加モノマー量を変化させ、
グラフト量が異なる PIPAAm-PAAm-TCPS を得
た。 
（３）表面物性の評価 
 １：表面濡れ性の評価 
 表面接触角計を用いて、２０℃および３
７℃における表面接触角の測定を行った。 
 ２：グラフトポリマー量の測定 
 ATR / FT-IR により得られてスペクトルの
ピーク比から、グラフトポリマー量を求めた。
PAAm は I1670cm-1/I1600cm-1 の、PIPAAm は
I1650-1/I1600cm-1のピーク比から求めた。 
 ３：XPS による表面の元素組成分析 
 XPS に よ る PAAm-TCPS お よ び
PIPAAm-PAAm-TCPS の表面元素分析を行った。 
 ４：温度変化にともなうさ細胞接着および
剥離性の評価 
 ウシ頸動脈由来血管内皮細胞（BAEC）を３

７℃で PAAm-TCPS および PIPAAm-PAAm-TCPS
に播種し経時変化に伴う、細胞接着性につい
て評価を行った。３７℃、２４時間後、
PIPAAm-PAAm-TCPS を２０℃のインキュベー
ターに入れ、経時変化に伴う、細胞剥離挙動
について評価を行った。PIPAAm-PAAm-TCPS 表
面で BAEC をコンフルエント状態になるまで
培養し、細胞シート剥離についても評価を行
った。また、比較の為に、TCPS および
PIPAAm-TCPS も同様に評価を行った。 
 
４．研究成果 
 （１）PAAm-TCPS の物性評価 
表１に異なるモノマー条件で作製した

PAAm-TCPS の細胞接着性、グラフト量、接触
角の結果を示す。 
PAAm のグラフト量および表面濡れ性（cos q）
は仕込み AAm モノマー濃度の増加に従い、増
加および濡れ性の向上が認められた。播種６
時間後の細胞接着率もグラフト PAAm 量の増
加にともない減少し0.33 以上mg/cm2のPAAm
グラフト密度において、細胞非接着性を示し
た。これらの結果より、PAAm のグラフト量の
違いにより、異なる濡れ性を示す親水性表面
を得ることに成功した。PAAm のグラフト量に
し た が い 、 022PAAm-TCPS と 標 記 し た
（ 0.22mg/cm2 の PAAm 密 度 を 有 す る
PAAm-TCPS）。 
（２）PIPAAm-PAAm-TCPS の物性評価 
表 ２ に 022PAAm-TCPS 、 030PAAm-TCPS 、
033PAAm-TCPS に PIPAAm をグラフトした時の
PIPAAm グラフト量、播種６時間後の細胞接着
性を示す。 

表 1 PAAm-TCPSs の表面物性 

 

表 2 PIPAAm-PAAm-TCPS の表面物性 

 



 

 

図１に PIPAAm-PAAm-TCPS の FT-IR/ATR スペ
クトルを示す。PAAmは1670cm-1付近に、PIPAAm
では1650cm-1付近にカルボニル基の伸縮振動
に由来する吸収ピークが観測できる。PIPAAm
を PAAm-TCPS表面にグラフトすることでカル
ボニル基の吸収ピークが 1650cm-1（低波数側）
にシフトする。このピークトップのシフトか
ら PAAm 上に PIPAAm がグラフトされたことを
確認した。PIPAAm のグラフト量は仕込み
IPAAm モ ノ マ ー 量 に よ り 増 加 し た 。
022PAAm-TCPS 表 面 に 、 0.85g/cm2

（085PIPAAm-022PAAm-TCPS）、 1.20g/cm2

（120PIPAAm-022PAAm-TCPS）のグラフト量で
PIPAAm を固定化した場合、TCPS と同様な細
胞接着性を示した。しかし、1.60g/cm2

（160PIPAAm-022PAAm-TCPS）でグラフトした
場合は細胞非接着性を示した。同様な傾向は
033PAAm-TCPS でもみられ、グラフトした
PIPAAm が多い場合、細胞非接着性を示した。 
 

 
 
 
 
 
           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 PIPAAm-PAAm-TCPS、PAAm-TCPS の FT-IR 
スペクトル。PAAm-TCPS(022PAA,-TCPS)、
20wt% (085PIPAAm-022PAAm-TCPS) 、 55wt% 
(120PIPAAm-022PAAm-TCPS) 、 70wt% 
(160PIPAAm-022PAAm-TCPS) 
 
しかし、033PAAm-TCPS のような親水性表面上
に PIPAAm をグラフトしても細胞接着性が現
れなかった。すわわち、親水性の PAAm-TCPS
疎水性 TCPS 表面に PIPAAm をグラフトした場
合、異なる物性を示すことが示唆された。 
 図 2に温度変化にともなう表面濡れ性の変
化を示す。比較として 160PIPAAm-TCPS、
120PIPAAm-TCPS、TCPS も評価した。 
 TCPS 以外の各表面では温度変化にともな
い、高温側では疎水性、低温側では親水性を
示す接触角の変化を示した。PAAm 成分を含ま
ない、160PIPAAm-TCPS と 120PIPAAm-TCPS で
は膜厚が薄い考えられる 120PIPAAm-TCPS が
より疎水性を示した。TCPS 界面近傍で起こる

疎水性凝集による高分子鎖の脱水和を受け
やすいと考えられる。一方、PAAm 成分を含む

PIPAAm-PAAm-TCPS 系では、同等な PIPAAm グ
ラフト量の場合、PAAm 成分が多いほどより寸
水性を示す表面であった。これらの結果は表
２で示した、細胞接着率を支持する結果であ
った。 
（３）PIPAAm-PAAm-TCPS の細胞接着性評価 
図 3 に PIPAAm-PAAm-TCPS の経時変化にと

も な う 細 胞 接 着 数 の 変 化 を 示 す 。
160PIPAAm-TCPS、120PIPAAm-TCPS、TCPS を比
較として用いた。PAAm-TCPS に PIPAAm をグラ
フ ト し た 085PIPAAm-022PAAm-TCPS 、 
120PIPAAm-022PAAm-TCPS 、 085PIPAAm- 
030PAAm-TCPS（データー記載なし）は TCPS、

120PIPAAm-TCPS、160PIPAAm-TCPS と同等な細
胞接着性を示した、播種後、24時間後の細胞
接 着 性 は 同 等 で あ っ た 。
110PIPAAm-030PAAm-TCPS では、播種後、3時
間目以降から細胞接着が確認できた。PAAm 量
の違いが細胞接着性に影響を与えているこ
とが示唆された。 
 図 4 に播種、24 時間後、37℃から 20℃の
インキュベーターに移し、細胞剥離挙動を評
価した結果を示す。120PIPAAm-022PAAm-TCPS
からの細胞剥離は最も早く60minで完全な剥
離を示した。しかし、PAAm 成分を含まない
120PIPAAm-TCPS は 220min の時間でも完全は
剥離を実現できなかった。PAAm 成分が細胞剥
離の加速化に有効であることが示唆される。 
 図５に 120PIPAAm-022PAAm-TCPS および 
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図 3 PIPAAm-PAAm-TCPS の温度変化にとも

なう表面濡れ性の変化 

 
図 3 PIPAAm-PAAm-TCPS の経時変化にとも

なう初期細胞接着性の変化 



 

 

 
160PIPAAm-TCPS からの細胞シート剥離挙動
の結果を示す。細胞シートの回収においても

120PIPAAm-022PAAm-TCPS は迅速な剥離を示
すことが明らかになった。これらの結果から 
PAAm-TCPSのような親水性表面にPIPAAmをグ
ラフトし、そのグラフト量を最適化すること
で PIPAAm 鎖の水和が加速し、接着細胞の剥
離の加速の実現することに成功するととも
に、超薄膜の物性は基材表面物性によって影
響を受けるという当初の研究コンセプトを
強く支持する結果を得ることができた。これ
ら結果を基に、基材表面物性の違いによる超
薄膜物性への影響を図 6にまとめた。 
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図 4 20℃における細胞剥離挙動。 

TCPS（○）、120PIPAAm-TCPS（◆）、

160PIPAAm-TCPS（◇）、

120PIPAAm-022PAAm-TCPS（■） 
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図 5  細 胞 シ ー ト の 剥 離 挙 動 。

160PIPAAm-TCPS （ ● ） 、

120PIPAAm-022PAAm-TCPS（■）。 

 
図6 PAAm量の違いによるPIPAAm超薄膜

層への影響 


