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研究成果の概要（和文）：ディッシュ表面に、細胞認識性キメラ型抗体E-カドヘリン-Fc(E-cad-Fc)タンパク質
をコーティングし、その表面の吸着状態・機能発現等について解明し、基板コート標準化材としての可能性を評
価する目的で研究を行った。E-cad-Fcの吸着状態を液中AFMで解析し、凹凸像に加えAFM探針と試料との吸着力を
簡便に被覆状態の指標に利用可能であることを提案し、また、カドヘリン同士のホモフィリック結合の状態をナ
ノスケールで可視化することに成功した。さらにAFMとQCMにより、分子の配向状態を解明した。細胞培養は、基
質の材質や表面状態を確認して行うことが重要である。

研究成果の概要（英文）：The surface of the dish was coated with the cell-recognizing chimeric 
antibody E-cadherin-Fc (E-cad-Fc) protein, and the adsorption state and functional expression of the
 surface were elucidated, and its possibility as a substrate coat standardization material was 
clarified. The adsorption state of the dish surface of E-cad-Fc was analyzed by submerged AFM, and 
it was proposed that it could be easily used as an index of the coating state by using not only the 
 image but also the adsorption force between the AFM probe and the sample. We also succeeded in 
visualizing the state of homophyllic bonds between cadherins on a nanoscale. Furthermore, by 
combining AFM and QCM　measurement , it was possible to investigate the orientation of molecules in 
the liquid. It was confirmed that the material and surface condition of the cell culture substrate 
is important, and the research results of E-cad-Fc here will be useful for future cell culture.

研究分野： SPM　表面
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研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療の基礎となる細胞培養基質の標準化は、バイオマテリアルの発展に繋がり、人類の福祉に貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
再生医療や医薬品の開発等のために行われて
いる細胞培養には、多くの場合プラスティック
ディッシュが用いられている。しかし、その表面
の構造、物理的および化学的性質が製造会社、ロ
ットによって異なることに留意して実験を行っ
ている研究者は少ない。プラスティックディッ
シュ表面をマトリックスでコーティングすれ
ば、下地の影響は軽減されると考えられるが、実
際のコーティング状態は確認されていない。例
えば、我々の検討では、一般的なディッシュ表面
をゼラチンコーティングして用いる場合、細胞
認識が変わるだけではなく、細胞培養基質の硬
さがディッシュの素材であるポリスチレンの弾
性率 GPa からゼラチンコーティング最表面の 
kPa へと非常に柔らかくなっているという事実
を確認しており、このような定量的解析は、一般
的には全くなされていない。この場合ゲルでは
なく数 nm のゼラチン分子層である。周知のよ
うに、細胞培養基質の硬さは細胞の分化に大き
な影響を及ぼす(1,2)。また、数 nm～μmの微細な表面構造の違いも細胞機能や増殖に影響を及
ぼすことが知られている(3,4)。しかし、最も基本的な培養ディッシュの表面構造の研究はほとん
ど皆無である。我々は培養ディッシュの表面構造が製造会社により異なることを明らかにして
おり、それらで培養した細胞の形態や機能に大きな差も生じている（図１）。 
 現在、再生医療実現のため、ES/iPS細胞の培養が行われているが、扱いが難しく、増殖・分
化・機能維持を安定的に再現性よく培養することが求められている。そのために細胞培養の標準
化が必要である。しかし、今回の提案のように細胞培養基質の標準化に着目した検討はないと思
われる。 
 
２．研究の目的 
本研究では細胞培養基材である培養ディッシュのナノメートルレベルでの構造と機械的特性
（弾性率）、分子レベルでの化学的特性（官能基）を系統的に評価しようとするものである。そ
の上で、さらにディッシュにタンパク質やポリマーをコーティングした場合の吸着状態を精査
するとともに、コーティング表面の機能および細胞への影響を解明する。 
上述のように再生医療のための iPS細胞培養の標準化が国策として進められているが、培地・
培養用マトリックス・発現遺伝子などウエットな部分の解析は進んでいるものの、培養ディッシ
ュ及びマトリックスでコーティングしたときの差異を基準化した例は
ない。我々は、iPS細胞の培養における表面構造が分化誘導や増殖に与
える影響を明確にし、少なくともマトリックスがコーティングされた
表面がいつも同一であることを検証する構造解析手法を確立し、iPS細
胞培養の基準の一つとして提案したいと考えている。今回、ディッシュ
表面に、我々が設計・開発してきた細胞認識性キメラ型抗体 E-カドヘ
リン-Fc(E-cad-Fc)タンパク質をコーティングし、その表面の吸着状態・
機能発現等について解明する。E-cad-Fcは、細胞間接着分子である E-
カドヘリンの細胞外部位とディッシュコーティング能力の高い抗体の
Fc部位を繋げた分子である（図２）。このバイオマテリアルの基板コー
ト標準化材としての可能性を評価する。 
 
３．研究の方法 
 カドヘリンの結合は Ca2+に依存する。開発したバイオマテリアル E-cad-Fcが基板にどのよう
に吸着・配向しているのか、また、その結合活性がどうかに焦点を当て、主に AFM、QCM、細
胞培養実験を行う。具体的な方法は結果とともに示す。 
 
４． 研究成果 
 
(1) モデル基板の作製：培養基板のタンパク質コーティング状態を AFM で調べるにあたって、通
常の培養ディッシュの表面は図１に示したように、メーカーにより異なり表面凹凸も大きい
ことから、AFM 観察用基板を培養ディッシュと同じ素材のポリスチレン（PS）で作製した。
市販の培養ポリスチレン(PS)ディッシュの成分を NMR で調べると、PS 以外の成分も検出さ

図 2. E-cad-Fc モデル



れたため、モデル基板には PS ペレットを精製して用いた。条件検討した結果、m.w.280,000
の PS ペレットを、濃度 3wt%でクロロホルムに溶解し、シリコンコートしたカバーガラスに
滴下乾燥すると、Raが約 0.2 nm のモデル基板の作製に成功し以後の実験に用いた。 
(2) ポリスチレンビーズを用いたタンパク質活性の確認：直径 121nm の PS ビーズに E-cad-Fc を
コーティングして結合活性を DLS により調べた。コーティングしない PS ビーズの Ca2+無し
PBS中で 148.3(5.6)nm（図
３a）、E-cad-Fc コート PS
ビーズの Ca2+無し PBS 中
では 174.2(35.8)nm（図３
ｂ）、E-cad-Fc コート PS
ビーズの 2mM Ca2+PBS 中で
は 329.5(77.3)nm（図３c）
（数値は平均値(SD)）と
なり、Ca2+に依存してビーズが
凝集しており、E-cad-Fc の結合
活性を確認した。 
(3) モデル基板上での吸着状態の解析 
① 表面のコーティング状態を示す新しい指標：作製した PS 基板に E-cad-Fc をコーティン
グし AFM を用い PBS 中（Ca2+無し）で観察したところ、タンパク質の凝集が見られ、更
に AFM プローブ探針と試料表面との吸着力を表す吸着力マッピング像において明確な
コントラストが得られた（図 4）。PS 基板のみの測定では全面で吸着力が大きかったこ
と、また水溶液中で疎水
性の探針先端と試料と
の相互作用において親
水性のタンパク質表面
では吸着力が低く、疎水
性の PS 表面では吸着力
が高くなることは予想
通りであったことから、
E-cad-Fc コーティング
表面の吸着力の高い部分は
PS 基板が露出していると推
測された。つまり、AFM 測定
の凹凸像とともに吸着力もコー
ティング状態の一つの指標とし
て用いることができると判明し
た。そこで、この新たな指標を用
い。Ca2+及びタンパク質濃度のコ
ーティングへの影響を調べるた
めに、Ca2+有り、無し、それぞれ
E-cad-Fc 濃度 5 μg/mL、10 μ
g/mL、20 μg/mL の溶液を用いた
コーティング表面を PBS 中で AFM 測
定し解析を行った。Ca2+有り溶液で
は、被覆率の濃度依存が見られたが、
Ca2+を含まない溶液では濃度に無関係にほぼ全面にコーティングされていた。これは、
カドヘリンの Ca2+ に依存する構造に依るものであると思われた。カドヘリンの細胞外
部位は 5 つのタンデムに繋がるドメインからなり、Ca2+がある場合はドメイン間に Ca2+

が結合し湾曲した棒状構造を形成することが X 線結晶構造解析より分かっているのに
対し、Ca2+が無い場合はドメイン間の結合角は決まっていない（図５）。つまり、棒状構
造の分子がランダムに吸着する場合は隙間が空き、形状に自由度のある分子は隙間なく
敷き詰められたのではないかと考察した。 

 
② QCM と AFM による吸着状態解析：QCM では、Ca2+有無でのカドヘリン同士の結合と乖離、
及び E-cad-Fc のコーティングの膜厚の変化を確認できた。E-cad-Fc の吸着状態の液中
AFM 観察より、その表面被覆率はコーティング時のタンパク質濃度に依存していること
が確認でき、低濃度の場合はカドヘリン分子が基板に水平に吸着し、高濃度の場合は、
配向状態を AFM のみで判断することは困難であった。分子の水和による粘性も考慮され
た QCM での測定と組み合わせ、吸着モデルを考えると、カドヘリン分子は基板に対して
垂直方向に配向することが示唆された。 

 

図 3. PS ビーズを用いた結合活性の Ca2+ 依存性の DLS 解析 

図４. E-Cad-Fc コーティングした表面の PBS 中 AFM 像

図 5. E-cad-Fc の Ca２＋依存性構造モデル  



(4) E-cad-Fc の分子構造解析 
タンパク質の吸着状態を詳細に解明するには、E-
cad-Fc 分子の液中での形状を知る必要があった。
そこで、ポリスチレン基板より更に平坦であるマイ
カを用い、表面を疎水性処理した上で E-cad-Fc の
形状を AFM で観察した。その結果、カドヘリンの結
合に関しては、１０年程前までは、（平行な）シス
結合で二量体になったカドヘリンが、対面する細
胞のもう一つの二量体とトランス結合すると考え
られていたが、最近の研究ではシス結合は必須で
はないと報告されている。E-
cadherin は５つの細胞外ドメイ
ンを持ち、N 末端側のドメイン
が、向かい合う細胞の E-
cadherin の細胞外ドメインと
Ca2+存在下でホモフィリックな
結合をすると言われている（図
6）。今回、シス結合せずにトラン
ス結合しているカドヘリン結合
の直接観察に成功し、後者を裏
付ける結果ともなった(5)。細胞
外ドメインのサイズは長軸約 18nm、短軸
約 2nm であり、この細胞外部位のサイズ、
湾曲したその曲率およびドメイン同志の
結合角度は、X線結晶解析のデータと一致
した（図 7）。更にキレート剤を作用させると、ドメイン同士の
結合が切れ、細胞外部位の構造が変化していく様子を捉えるこ
とができた(図８)。これらは E-cad-Fc コーティングした基板
で起こる細胞との相互作用と同等と考えられ、それらを分子レ
ベルで確認したと考えられる。これは、ディッシュに E-cad-Fc
をコーティングする際に非常に重要な知見となる。 
 
(5) E-cad-Fc コーティング状態と細胞接着との相関  
 培養ディッシュに E-cad-Fc 濃度 0.1μg/mL でμコーティン
グし F9 細胞を培養する僅かながら接着した。未処理ディッシ
ュでは全く細胞が接着しなかったことから、細胞はこの濃度で
もカドヘリンを認識していると思われた。1 μg/mL 濃度では、
AFM 及び QCM の結果から被覆率約 20％であり細胞は十分接着
しなかった。10 μg/mL濃度では、AFM及び QCMより被覆率 70％
以上であり良好な接着を示した。今回の実験では、被覆率 70％
以上で良好な結果となったが、メーカーによって異なるディッ
シュ表面の影響を排除するには露出部分を無くし被覆率 100%
で細胞培養を行うことが、正確な実験を行うための一つの方法
だと考えられる。 
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