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研究成果の概要：弱電離気体を利用するプラズマ技術を基盤とした手法により、細胞培養器材

に汎用されているポリスチレン（PS）基板表面へ細胞接着を制御するインターフェイスを設計

および構築した。プラズマ技術を利用して化学的に不活性な PS表面にカルボキシル基を導入し、

そのカルボキシル基を介して細胞接着性ペプチドの固定化することで、PS 表面の細胞接着性を

飛躍的に改善し、かつ細胞増殖を有為に促進させることができた。足場依存性細胞の生存や活

動に接着は不可欠であり、本研究成果は培養細胞の有効利用に有益なものと考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 

現在、細胞を利用した実験システムが創薬

や環境評価の分野において欠かせないもの

となっている。また、最近、再生医療に大き

な期待が寄せられており、関連する研究分野

が大変注目されている。このような背景から、

培養細胞を有効に利用するためのより機能

的な培養器材の開発も重要な研究課題の一

つとなっている。 

動物細胞のほとんどを占める足場依存性

細胞は、浮遊状態では生存できず、接着状態

でいることが生命活動に不可欠である。した

がって、足場依存性細胞の培養には、細胞接

着性が良好な器材を用いる必要がある。現在、

細胞培養器材には、その透明性や成型加工性

などの特性からポリスチレン（PS）が汎用さ

れているが、PSそのものは疎水性が高く、ほ

とんどの細胞は接着しない。そこで、一般的

な細胞培養には、PS 表面にプラズマ表面処理

などを施し、親水性官能基を導入して適度な

親水性を持たせることで細胞接着性を改善

し た 組 織 培 養 用 PS （ Tissue culture 
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polystyrene: TCPS）が用いられている。一

方、TCPSにも接着しにくい細胞の培養や無血

清培養など、より高度な実験においては、コ

ラーゲンなど細胞外マトリックス（ECM）を

構成するタンパクをコーティングした器材

が広く利用されている。しかしながら、ECM

タンパクの使用は、感染など動物由来に伴う

諸問題を無視できず、また品質維持のために

保管条件などに注意を必要とする。そこで、

近年、ECM タンパクの代わりに、細胞接着性

を有するペプチドを細胞培養基板表面に導

入することで基板表面に細胞接着性を付与

しようとする試みがある。一方、低分子量の

ペプチドは、タンパク質のように基板表面に

物理的に吸着させることは困難である。した

がって、共有結合で基板表面に固定化する必

要があり、そのためには、基板表面に反応性

官能基を導入する必要がある。 

我々はこれまでに、弱電離気体を利用した

プラズマ技術を基盤とする表面処理法によ

る高分子表面への生体適合性付与や生体分

子固定化用基板の構築など、高分子表面の機

能化について報告している。プラズマ表面処

理は、その処理効果が基材表面の数 nm に限

られることから、基材のバルク特性を保持し

た状態で表面改質が可能であり、TCPSの製造

にも利用されているように細胞培養基板の

開発にも大変有用な方法と言える。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、弱電離気体であるプラズ

マを利用した表面処理を基盤とする高分子

表面の機能化法を用いて、細胞培養器材に汎

用されているポリスチレン（PS）の表面に細

胞接着を制御するインターフェイスを設計

および構築することである。 

 

３．研究の方法 

 本研究は、PS シャーレ表面への(1)細胞接

着性ペプチド固定化のためのカルボキシル

基導入、(2)ペプチドの固定化、および(3)細

胞を用いた評価からなる。以下に、各研究方

法についてまとめる。 

(1)本研究では、以下の 2 つの方法により、

PS 表面へ細胞接着性ペプチド固定化のため

のカルボキシル基導入を行った。 

①Vinylmethylether maleic acid copoly- 

mer(VEMAC)の固定化によるカルボキシル基

の導入 

我々はこれまでに低密度ポリエチレンや

ナイロンなどの疎水性医用高分子表面に持

続的な親水性を付与する目的で、 Vinyl- 

methylether maleic anhydride copolymer 

(VEMA)の有機溶媒溶液に基板高分子を浸漬

し、基板高分子表面層に VEMA を収着させ、

その表面にアルゴンプラズマ照射を行い、基

板高分子のプラズマ架橋反応を惹起し、基板

高分子表面層に VEMA を固定化後、VEMA の無

水マレイン酸部位を加水分解することで

VEMAC に変換し、カルボキシル基を発生させ

る方法を確立している。本研究では、その方

法をこれまで未検討であった PSへ適用した。

図１は本研究で確立した VEMAC 固定化 PS シ

ャーレ（PS/VEMAC）の調製スキームを示して

いる。なお、本研究では、13.56MHz の高周波

電源装置を用いた誘導結合方式により、出力

および時間を変えて、PSシャーレを設置した

ガラス製反応容器にプラズマを発生させた。

放電ガスのアルゴンは、50 mL/min で流し、

反応容器内圧力が 66.6 Paとなるように排気

速度を制御した。 

 

 

 

 

 

 

図 1 PS/VEMAC の調製法 

 

②プラズマ照射 PS 表面からポリアクリル

酸グラフト層の構築によるカルボキシル基

の導入 

プラズマ照射された高分子表面には多量

ラジカルが生成するが、それが酸化されると

水酸基などの酸素含有官能基が導入される。

本研究では、図 2に示す反応スキームにより、

プラズマ照射によって生成した PS 表面の水

酸基を化学修飾し、リビングラジカル重合法

の一つである原子移動ラジカル重合法

（ATRP）によりポリアクリル酸（PAA）グラ

フト層を構築した。なお、本研究では、PS基

板表面の酸化効果を高める目的で放電ガス

を酸素とした。その他は、①と同様の方法で

PS シャーレ表面にプラズマ照射を実施した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 ATRP による PAAグラフト層の構築法 
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(2)ペプチドの固定化 

 細胞接着性ペプチドには、fibronectin の

細胞接着ドメインにおけるアミノ酸配列と

して同定されている RGD配列を含む GRGDSを

使用した。上記方法でカルボキシル基を導入

した PS 表面への GRGDS の固定化は、一般的

な縮合試薬を用いて、PS 表面のカルボキシル

基と GRGDSのアミノ基との間での縮合反応に

より実施した。 

(3)細胞を用いた評価 

 モデル細胞を用いて、その基板表面への接

着性は顕微鏡観察により評価し、増殖性は

WST-1 assay により評価した。 

 

４．研究成果 

(1)PS シャーレ表面へのカルボキシル基導入

導入による機能化 

①PS/VEMAC の調製とその表面特性 

本方法による PS基板表面への VEMAの固定

化では、用いる VEMAの分子量および VEMAを

固定化するときのプラズマ照射条件が得ら

れる PS/VEMAC の表面カルボキシル基濃度に

影響した。図 4 は PS/VEMAC 表面のカルボキ

シル基濃度におけるプラズマ照射条件の効

果について検討した結果であるが、出力を変

化させたときは、本実験条件下、30W でのプ

ラズマ照射の時にカルボキシル基密度に最

大値が認められた。一方、出力を 30Wとして

照射時間を変えた時は、30秒以上の照射では

カルボキシル基密度に大きな差異は認めら

れなかった。この結果についてであるが、低

出力のプラズマ照射では、PS 表面におけるプ

ラズマ架橋反応の進行が不十分なため、加水

分解処理の時に PS表面から VEMAが脱離する

ためと考えられる。一方、高出力では、PS基

板表面の VEMA が分解されるため、得られる

PS/VEMAC 表面におけるカルボキシル基密度

が低下したと考えられる。したがって、本方

法により、PS 表面に高密度のカルボキシル基

を導入するためには、適切なプラズマ照射条

件を設定することが重要と言える。一方、こ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 プラズマ照射条件による PS/VEMAC 

のカルボキシル基密度の変化 

れらの結果は、プラズマ照射条件によって、

PA/VEMAC 表面のカルボキシル基密度が制御

できることを示唆しており、これは、細胞接

着性ペプチドの固定化密度を制御するため

に有用であると考えられる。なお、PS/VEMAC

を用いてヒト前立腺癌細胞 LNCap細胞を培養

したところ、未処理の PS と比較して細胞接

着性が顕著に増大した。これは、プラズマ技

術によって PS 表面に固定化された VEMAC の

細胞表面との良好な親和性を示すものであ

り、PS/VEMAC の細胞培養基板としての有用性

が示唆する結果である。 

②PAA グラフト化 PSシャーレ（PS/PAA）の

調製とその表面特性 

PS/VEMAC 表面より高密度のカルボキシル

基を導入する目的で、PSシャーレ表面に ATRP

を用いて PAAグラフト層を構築した。ATRPで

は、鎖長の整ったブラフト層の構築が期待で

きる。得られた PS/PAA 表面の X 線光電子分

光スペクトル測定より、本方法により PS 表

面に PAAのグラフト層が形成されていること

が確認された。また、表面カルボキシル基密

度を評価した結果、PS/VEMACでは最大約 0.35 

nmol/cm2であったのに対し、2 時間の ATRPで

調製した PS/PAA では約 1.70 nmol/cm2であり

約 5倍のカルボキシル基量が検出された。こ

の結果については、今回、用いたカルボキシ

ル基の定量法が、カルボキシル基と 1：1 で

複合体を形成する Toluidine Blue O をプロ

ーブとしたものであるため、PS/PAA のグラフ

ト層の表面付近のみのカルボキシル基を定

量している可能性がある。 

PS 基板表面から共有結合で繋がれた状態

で ATRP により高分子グラフト層を構築した

報告は新規と考えられ、新しい PS 表面の機

能化法という点で有益な成果と言える。 

 

(2)細胞接着性ペプチドの固定化による細胞

接着性 PS基板の構築 

 RGD は、ECM タンパクの一つである fibro- 

nectin の細胞接着ドメインとして同定され

ており、細胞表面の膜受容体タンパクである

インテグリンと ECMとの結合に係るアミノ酸

配列であることから、RGD を含むペプチドは

細胞接着性ペプチドと呼ばれている。本研究

では、GRGDS ペプチドを PS/VEMAC および

PS/PAA に固定化することにより細胞接着性

インターフェイスを構築した。なお、本研究

では、モデル細胞に未処理の PS シャーレに

はほとんど接着せず、collagen（Type IV）

でコーティングした器材での培養が推奨さ

れているラット副腎髄質褐色細胞腫 PC12 細

胞を使用した。 
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 図 5 は GRGDS 固定化 PS/VEMAC（Pep-PS/ 

VEMAC）表面における PC12 細胞の接着の様子

を示している。ペプチドの固定化量はまだ明

らかにできていないものの、図 5 に示すよう

に、Pep-PS/VEMAC 表面においては ECMタンパ

クの一つである collagen（Type I）コート

PS 基板表面と同様、多くの細胞が強く接着し

ている様子がわかる。一方、PS/VEMAC 表面は、

未処理 PS 表面よりは接着細胞が認められる

が、その接着力は明らかに弱く、細胞の形態

が異常に変化しているものも多く認められ

た。したがって、Pep-PS/VEMAC 表面における

細胞接着は、細胞表面のインテグリンが RGD

配列を認識することにより生起しているも

のと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 各基板表面における PC12の接着の様子 

 

 図６は本研究で調製した Pep-PS/VEMAC お

よび GRGDS 固定化 PS/PAA（Pep-PS/PAA）を用

いて PC12 を 6 日培養後、接着細胞数の計測

から細胞増殖性を評価した結果を示してい

る。なお、比較対照の目的で、PS/VEMAC およ

び各種 ECMタンパク（fibronectin、collagen

（Type I）、および collagen（Type IV））で

コーティングされた PS シャーレを用いて培

養した時の結果も示している。図６に示すよ

うに、各表面での細胞増殖性には明確な差異

が認められ、Pep-PS/VEMAC や Pep-PS/PAA で

は、collagen(Type IV)にはやや劣るものの、

fubronectinや collagen（Type I）でコーテ

ィングされたシャーレでの培養よりも、細胞

増殖性が増大していた。この結果は、

Pep-PS/VEMAC や Pep-PS/PAA 表面が ECM と同

様の細胞足場として機能しており、細胞の接

着だけでなく、生存や増殖も促していること

を示唆している。Pep-PS/PAA における細胞増

殖は Pep-PS/VEMAC と比較して促進されてい

たが、これは、固定化されているペプチドの

密度の違いや PAAグラフト層のフレキビィリ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 各基板表面における PC12の増殖性評価 

実験条件：1.5×105個の細胞を播種後 6 日間

培養 

 

ティーが影響しているものと考えられる。し

たがって、ATRP条件の最適化により、細胞増

殖により有利なインターフェイスの構築も

可能になると考えられる。 

今後、ペプチド固定化密度と細胞接着性あ

るいは増殖性との相関を明らかにすること

で、Pep-PS/VEMAC 表面における細胞接着性や

増殖性における固定化されたペプチドの関

与を明らかにすることが課題である。 

 以上の結果は、プラズマ技術を利用した細

胞固定化用インターフェイスの設計におい

て新しい有益な知見を提供するものである。 
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