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研究成果の概要（和文）：本研究では，生体由来材料を一時的に修飾し，その後に光照射で除去

可能な分子を合成し，材料の特性を可逆的に変化させる手法の開発に取り組んだ。モデル実験

として，アミノ化基板のポリエチレングリコール（PEG）の可逆的修飾による細胞付着性の制御

を実施し，本戦略の妥当性を確認した。また，可逆的修飾という特徴に着目し，金ナノ粒子や

基板上での生理活性アミンの活性制御や表面密度勾配の形成を行う手法を確立した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, I have developed a method for reversible modification 
of the surface properties of bio-oriented scaffolds by using a molecule that can be once 
conjugated but cleaved in response to light. As a proof of concept, I demonstrated a 
reversible modification of an amino-terminated surface with poly(ethylene glycol) and 
control of its cell adhesiveness. In addition, I have succeeded in the control of the activity of 
biological amine and the formation of surface chemical gradients on gold nanoparticles and 
substrates based on the similar strategy. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)病気やケガなどによる損傷で機能不全に
陥った臓器・組織を再生するためには，失わ
れた機能を代替組織で補う必要がある。慢性
的なドナー不足の昨今，工学的に代替組織を
構築する組織工学技術が注目を集めている。 

(2)皮膚や骨などの間葉系組織に関しては，
その構造が比較的単純であるため，既に臨床
応用にまで達しているが，その反面，肝臓や
腎臓などの物質収支に関わる臓器は大きな
遅れをとっている。 
(3)これらの臓器では，複数種の細胞が密接
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に且つ整然と配置されており，その結果生じ
るニッチと呼ばれる微小環境が細胞の機能
発現に不可欠だからであり，三次元培養担体
内で生体を模倣した細胞の空間分布を実現
することが，合理的且つ有効な戦略となる。 
(4)ただ，二次元培養担体表面で細胞の分布
を制御する技術（細胞パターニング技術）が
さかんに開発されているのに対して，三次元
培養担体内での報告は限定的で，特に，生体
由来スキャフォールド上で細胞を自在に配
置する手法は皆無であった。 
 
 
２．研究の目的 
(1)生体由来スキャフォールドを可逆的に修
飾する分子により細胞付着性を制御する技
術を開発する。 
(2)前記技術を利用して，光照射と細胞播種
を繰り返すことで，異種細胞を三次元空間内
で位置選択的に配置する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)光分解性基を介して活性エステル基とア
ルキニル基を有するヘテロ二価性光分解性
架橋剤（化合物１）を合成した。この分子に
より，生体由来スキャフォールド中のアミノ
基と細胞接着を抑制するポリエチレングリ
コール（PEG）を連結し，光照射により切断
することで，細胞付着性を可逆的に制御する
のが本分子の設計のねらいである。 
 
(2)アミノプロピルシランで修飾したガラス
基板を例に（１）の反応を実施し，その反応
過程を接触角変化や AFMによる観察により評
価し，さらにこの基板をストライプ状にパタ
ーン化照射することで光照射領域・非照射領
域の細胞付着性の違いを調べた。この際，分
子量が 5000 の PEG を使用した。 
 
(3)同様の化合物で，光分解性基を介して活
性エステルとジスルフィドを有する分子を
合成した。この分子で表面修飾した金ナノ粒
子上で，アミノ基を有する生理活性物質であ
るヒスタミンを固定化・光放出を行った。粒
子からの光放出は，ο-フタルアルデヒドと 2-
メルカプトエタノールによる蛍光誘導体化
により行った。また，細胞内 Ca2+蛍光指示薬
の Fluo 3 を取り込ませた HeLa 細胞に対して
このナノ粒子作用させ，固定化・光放出によ
るヒスタミンの生理活性変化を調べた。 
 
(4)同様の化合物で，光分解性基を介して活
性エステルとトリメトキシシランを有する
分子を合成した。この分子で表面修飾したシ
リコン基板上で，アミノビオチンの固定化し，
その後に光照射を調節することで，基板表面

でのビオチンの密度勾配の形成を行った。ビ
オチンの検出にはアビジン修飾蛍光ビーズ
を用いた。 
 
 
４．研究成果 
(1)以下に示すスキームで化合物１を合成し
た（図１）。合成した分子は NMR および IR に
より確認した。 
 
(2)以下に示すスキームで，アミノ化基板の
可逆的修飾を行った（図２ａ）。この反応の
過程において，基板表面の水接触角は 31°→

52°→43°→34°と変化した。また，AFM の
形状像では，PEG 修飾後には特徴的な顆粒状
の構造が観察され，また光照射によりそのほ
とんどが除去されることが確認できた（図２
ｂ）。 
 つづいて，この基板をパターン化照射した
上で細胞を播種したところ，PEG 化状態であ
る光非照射領域には細胞が付着せず，光照射
領域に選択的に細胞が付着することが分か 
った（図３）。光照射領域の細胞接着性とほ
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図２．化合物１を用いたアミノ化基板の可逆的PEG化と表面状態の変化．
(a)原理図．(b)AFMによる表面形状変化の観察．
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図１．光応答性ヘテロ二価性架橋剤（化合物１）の合成スキーム
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図３．アミノ化表面での可逆的PEG化による細胞付着性
の制御．パターン化照射・HeLa細胞播種後(a)30分後お

よび(b)68時間後の位相差像。
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ぼ同程度であり，以上より，図２に示したス
キームにより，アミノ化基板の細胞付着性を
可逆的に変化させられることが分かった。現
在，この手法を基に，コラーゲンゲル上での
細胞付着性制御の検討を進めており，すでに
いくつかポジティブな結果を得ている。これ
をさらに進めることで，本研究課題の申請当
初の最終目標であった異種細胞のパターニ
ングが可能となると考えている。 
 
(3)本研究で確立された可逆的修飾という現
象に着目し，生理活性物質の活性が可逆的に
制御可能であるか調べた。まず，同様の光応
答性分子で表面を修飾した金ナノ粒子を作
製した（図４）。このナノ粒子は，確かに光
照射時間に依存してヒスタミンを放出し（図
５ａ），また，HeLa 細胞の細胞外液に添加す
ると，光照射に応じた細胞内 Ca2+濃度の増大
が観察された（図５ｂ）。一方で，ヒスタミ
ン固定化ナノ粒子を添加するだけでは，細胞
内 Ca2+濃度の変化はおこらなかった（データ
省略）。この結果は，ヒスタミンはナノ粒子
と結合している状態では活性が抑えられ，ナ
ノ粒子から切り離されることによって，初め
て生理活性を取り戻すことが実証された（発
表論文③）。 

 
(4)また，可逆性を加減することにより，基
板上での定量的パターニング技術の開発に
取り組んだ。まず，同様の光応答性分子で表
面を修飾したシリコン基板上を作製した。こ
の基板に対して，照射時間を変えつつ隣接す
る帯状の領域を光照射することで表面密度
勾配を形成したところ （図６ａ），これに対
応して，固定化されるアビジン化ビーズの蛍
光量が段階的に減少しているのが確認でき
た（図６ｂ）。エリプソメトリーにより別途
求めたアミノビオチンの表面密度とこの蛍
光強度を合わせることで，形成されたビオチ

ン密度勾配を定量的に評価することに成功
した（図６ｃ）。この基板からのアミンの放
出速度は固定化するアミンの種類に依存し
ないことを確認しているため（データ省略），
最初の固定化量を求めておけば，光照射を加
減することで，自在に表面密度を制御できる
ことが明らかになった（発表論文②）。 
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図４．同様の化合物で修飾した金ナノ粒子表面でのアミ
ンの保護と光反応によるその放出．
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図５．金ナノ粒子表面でのアミンの保護と光反応の検証．(a) 
蛍光誘導体化による確認．(b)細胞に対する生理活性の確認．

図６．同様の化合物で修飾したガラス表面での固定化ビオチン
の密度勾配形成．(a) 光照射パターン．(b) 蛍光アビジン像．(c) 
蛍光強度プロファイル．
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