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研究成果の概要（和文）： 

 
親水性セグメント―疎水性セグメント―親水性セグメントよりなる三元共重合体は、親水性

ドメイン並びに疎水性ドメインを有する温度応答性高分子である。一般に、親疎水性ドメイン
を有する表面は、単に親水性の表面より生体適合性が優れていることが報告されている。しか
しながら、表面基板の縦方向に親疎水性ドメインを有する生体適合性材料は、これまで研究さ
れてこなかった。本申請研究は、様々なセグメント長（分子量）並びに様々な親疎水性量比を
有する親疎水三元共重合体（プルロニック）を表面反応により細胞培養基板上に固定化するこ
とにより、ナノブラシ状親疎水三元共重合体固定化細胞培養基板（ナノブラシ固定化細胞培養
基板）を調製した。いかなる分子設計の親疎水三元共重合体を用いてナノブラシ固定化細胞培
養基板を調製するのが、造血幹細胞の保持・培養に適しているかを検討することが本申請研究
の第１の目的とした。親疎水三元共重合体の温度応答性を利用して、ナノブラシ固定化細胞培
養基板上に培養した細胞の剥離操作に、従来のトリプシン処理ではなく、細胞培養基板温度を
低温にさせるのみで細胞剥離を効率良く行うことの実証と細胞剥離のための最適なナノブラシ
固定化細胞培養基板の調製を第２の目的とした。親水性部位が７０％有し、分子量が１万の三
元共重合体を適度な密度で固定化させた基板上において、最も造血幹細胞の保持・培養に優れ
ていた。高密度のナノブラシ固定化細胞培養基板上での造血幹細胞の保持・培養は、適してお
らず、最適なナノブラシ固定化密度の存在が本研究で明らかとなった。 
 様々な細胞外マトリックス（ジェラチン、コラーゲン、ラミニン、ビトロネクチン、フィブ
ロネクチン、マトリゲル）をポリスチレン製基板上に共有結合並びにコーティング法にて固定
化させた。いずれの基板上に間葉系幹細胞を培養しても、間葉系幹細胞の表面マーカーの発現
率に、顕著な違いは見られなかった。ジェラチン並びにビトロネクチンをコーティングした細
胞培養基板上では、骨芽細胞への分化は促進されたが、様々な細胞外マトリックスを共有結合
で固定化させた基板上では、骨芽細胞への分化は促進されなかった。一方、様々な細胞外マト
リックスを共有結合で固定化させた基板上では、神経細胞への分化が促進されていた。特に、
マトリゲル固定化基板並びにラミニン固定化基板で顕著であった。さらに、プルロニックを細
胞外マトリックスとともに固定化させた基板では、細胞培養液を４度に低下させることにより、
間葉系幹細胞の細胞剥離を引き起こすことが可能であった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

The triblock copolymer Pluronic, composed of polyethylene oxide (PEO, hydrophilic 

segment)-polypropylene oxide (PPO, hydrophobic segment)-PEO (hydrophilic segment) triblocks, 

exhibits amphiphilic properties, and is temperature responsive polymer having low critical solution 

temperature (LCST). The surface having hydrophilic and hydrophilic domains is known to show 
biocompatibility than the surface having only hydrohilic domain. However, the biocompatible materials 

having amphiphilic domains in perpendicular to the surface have not yet investigated. In this project, 

amphiphilic triblock copolymer (pluronic) having several segment length (molecular weight) and 

amphiphilic content was designed and grafted on cell culture dishes by surface reaction, and thus, the 

cell culture dishes prepared from amphiphilic triblock copolymer was developed (cell culture dishes 

having nanosegments). One of the goal of this project is to investigate the optimal molecular design of 
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cell culture dishes having nanosegments, which was prepared from amphiphilic triblock copolymers. 

The second goal of this project is that detachment of the cells cultured on cell culture dishes grafted 

nanobrush, which is composed of amphiphilic triblock copolymer having LCST, was investigated 

without using trypsin in cell detachment and that the optimal design of cell culture dishes having 

nanobrush was investigated. Preservation of hematopoietic stem cells were efficiently possible on the 

dishes immobilized triblock copolymer having 70% hydrophilic domain and 10,000 dalton of molecular 

weight. The dishes having high density of nanobrush were not suitable to culture and preserve the 

hematopoietic stem cells. 

Several extracellular matrices (ECMs, gelatin, collagen, laminin, vitronectin, fibronectin, and 

matrigel) were immobilized on polystyrene dishes by covalent bonding and coating method. The surface 

marker of mesenchymal stem cells (MSCs) cultured on different dishes immobilized ECMs show 
comparable expression. MSCs cultured on gelatin and vitronectin-coating dishes tended to differentiate 

into osteoblasts in differentiation medium. However, MSC cultured on ECM-grafted dishes did not 

promote to differentiate into osteoblasts. MSCs cultured on ECM-grafted dishes were found to promote 

differentiation into neural cells. Especially, MSCs cultured on matrigel- and laminin-grafted dishes 

showed higher differentiation into neural cells. MSCs cultured on ECM and pluronic grafted dishes can 

be detached from the dishes by decreasing temperature of dishes at 4 °C 
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細胞培養基板
１．研究開始当初の背景 
 

ＥＳ（胚性幹）細胞並びに間葉系幹細胞は、
次世代の医療技術である再生医療において
必須な細胞源であるが、幹細胞の未分化状態
での保持、培養、継体操作は、いまだ困難を
極めており、通常の細胞培養技術では、行う
ことができない。例えば、造血幹細胞をいま
だに生体外で増殖することは困難である
（Alvarado-Moreno A et al., Stem Cells 

Dev., 16(2), 223 (2007)）。この一因として造
血幹細胞が細胞培養基板に接着すると、直ち
に分化してしまい、幹細胞特性を消失してし
まうためと考えられている。本申請者は、親
疎水三元共重合体（プルロニック）を表面反
応により固定化させたナノブラシ固定化細
胞培養基板を調製し、通常の細胞である繊維
芽細胞を培養し、形態観察を行ったところ、
細胞の形態が球状であり基板接着性が著し
く弱く、未分化状態に保持していることを発
見した。本申請研究の予備実験として、この

ナノブラシ固定化細胞培養基板上で臍帯血
を保持させたところ、１週間後でも、造血幹
細胞の数が、50%以上維持しており、造血幹
細胞の生存度も 90%以上であった。一方、市
販のバイオイナート基板上に保持された臍
帯血中では、一日後にすでに造血幹細胞数は
20%以下であり、生存度も 20%以下であった
(A. Higuchi et al., Biomacromolecules, 7, 

1083-1089 (2006))。すなわち、ナノブラシ固
定化細胞培養基板上に培養した造血幹細胞
は、基板に接着せずに、長期間未分化状態で
保つことが可能であることが明らかとなっ
た。しかしながら、最適な、親疎水度、ナノ
セグメント長を有するナノブラシ固定化細
胞培養基板を調製しておらず、この最適化を
行うことが本申請研究の目的でもある。 

通常、ＥＳ（胚性幹）細胞は、継体操作の
時に用いられるトリプシン処理に弱く、幹細
胞の継体操作は、スクラッチしてＥＳ細胞を
剥離させなくてはならず、操作性に問題があ
った。本申請研究のナノブラシ状親疎水性セ



グメントは、温度応答性高分子でもあること
から、ナノブラシ固定化細胞培養基板上に培
養した幹細胞剥離に、従来のトリプシン処理
ではなく、細胞培養基板温度を低温にさせる
のみで幹細胞剥離を効率良く行うことが可
能となる。これまで、NIPPAM等のビニル系
温度応答性高分子を細胞培養基板上に表面
固定化した細胞基板を用いて、温度変化によ
る細胞剥離を行うことが報告されてきた(K. 

Nishida et al., N. Engl. J. Med., 351(12), 

1187 (2004))が、NIPPAM自身は、通常の高
分子であり、幹細胞特異的認識部位を有して
いない。本研究では、ＥＳ細胞、間葉系幹細
胞等の幹細胞を特異的に認識結合させる細
胞外マトリックス並びにカドヘリン（Ｅ-カド
ヘリン、Ｎ-カドヘリン）を親疎水三元共重合
体とともに固定化させて、幹細胞培養の環境
を向上させるとともに、細胞培養基板温度を
低温にさせるのみで幹細胞剥離を効率良く
行うことを研究目的とした。 

 

２．研究の目的 
 

本申請研究は、様々なセグメント長（分子

量）並びに様々な親疎水性量比を有する親疎

水三元共重合体（プルロニック）を表面反応

により細胞培養基板上に固定化することに

より、ナノブラシ固定化細胞培養基板を調製

する。いかなる分子設計の親疎水三元共重合

体を用いてナノブラシ固定化細胞培養基板

を調製するのが、造血幹細胞の保持に適して

いるかを検討し、明らかとする。 

親疎水三元共重合体の温度応答性を利用

して、ナノブラシ固定化細胞培養基板上に培

養した細胞の剥離操作に、従来のトリプシン

処理ではなく、細胞培養基板温度を低温にさ

せるのみで細胞剥離を効率良く行えること

を、明らかとさせる。また、細胞剥離のため

のナノブラシ固定化細胞培養基板の最適な

分子設計（ナノブラシ固定化表面濃度、ナノ

ブラシ長、ナノブラシの親疎水性量比、の最

適化）を明らかとさせる。 

ＥＳ（胚性幹）細胞、間葉系幹細胞等の幹

細胞を特異的に認識結合させる細胞外マト

リックスを親疎水三元共重合体とともに固

定化させて、幹細胞培養の環境を向上させる

とともに、細胞培養基板温度を低温にさせる

のみで幹細胞剥離を効率良く行えることを

明らかとさせる。また、幹細胞剥離のための

最適な細胞外マトリックス・ナノブラシ固定

化細胞培養基板の最適な分子設計（固定化量、

表面固定化修飾法、ナノブラシ固定化条件の

最適化）を明らかとさせる。 

 
３．研究の方法 

 
本申請研究は、様々なセグメント長（分子量）

並びに様々な親疎水性量比を有する親疎水三

元共重合体（プルロニック）を表面反応により細

胞培養基板上に固定化したナノブラシ状親疎水

三元共重合体固定化細胞培養基板（ナノブラシ

固定化細胞培養基板）を調製する。いかなる分

子設計の親疎水三元共重合体を用いてナノブ

ラシ固定化細胞培養基板を調製するのが、造血

幹細胞の保持に適しているかを検討した。 

親疎水三元共重合体の温度応答性を利用し

て、ナノブラシ固定化細胞培養基板上に培養し

た幹細胞の剥離操作に、従来のトリプシン処理

ではなく、細胞培養基板温度を低温にさせて幹

細胞剥離を行った。すなわち、様々な反応条件

にてナノブラシ固定化細胞培養基板を作成して

幹細胞剥離実験を行うことにより、幹細胞剥離の

ためのナノブラシ固定化細胞培養基板の最適な

分子設計（ナノブラシ固定化表面濃度、ナノブラ

シ長、ナノブラシの親疎水性量比、の最適化）を

考察した。 

ＥＳ（胚性幹）細胞、間葉系幹細胞等の幹細

胞を特異的に認識結合させる細胞外マトリックス

を親疎水三元共重合体とともに固定化させたナ

ノブラシ固定化細胞培養基板を調製した。この

細胞培養基板上に幹細胞を培養し、基板温度

を低温にさせて幹細胞剥離を行った。幹細胞培

養並びに剥離のための最適なナノブラシ固定化

細胞培養基板の最適な分子設計（固定化量、

表面固定化修飾法、ナノブラシ固定化条件の最

適化）を本研究で明らかとさせた。 

 

具体的研究方法： 

Ａ）ナノブラシ固定化細胞培養基板の調製 

 親水性セグメント―疎水性セグメント―親水性

セグメントよりなる親疎水三元共重合体として、

ポリエチレンオシドーポリプロピレンオキシドーポ

リエチレンオキシドよりなるプルロニックを選択し

た。また、親水性高分子としてポリエチレンオキ

シド、疎水性高分子としてポリプロピレンオキシド

を選択した。プルロニック、ポリエチレンオシド並

びにポリプロピレンオキシド（ナノブラシ）を細胞

培養フラスコに固定化させるためには（ナノブラ

シ固定化細胞培養基板の調製）、始めにナノブ

ラシを高分子反応を用いて活性化させる必要が

ある。以下にこの活性化方法（カルボニルイミダ

ゾール化方法）を記述する。 

 

ａ）カルボニルイミダゾール化プルロニック

の調製 

精製したプルロニックをテトラヒドロフランに溶

解させた溶液中に、テトラヒドロフランに溶解させ

たカルボニルジイミダゾール溶液をゆっくり滴下



させる。この混合溶液を８時間、２５度で反応さ

せた後に、エーテル中に滴下させて、カルボニ

ルジイミダゾール化プルロニックを調製した。そ

の後、テトラヒドロフランとエーテルを用いてカル

ボニルジイミダゾール化プルロニックを精製させ、

真空中で乾燥させた。 

 

ｂ）カルボニルイミダゾール化ポリエチレン

オシドとポリプロピレンオシドの調製 

精製したポリエチレンオシド並びにポリプロピ

レンオシドをジメチルホルムアミドに溶解した以

外は、カルボニルイミダゾール化プルロニックの

調製と同様の方法でカルボニルジイミダゾール

化ポリエチレンオシド並びにカルボニルジイミダ

ゾール化ポリプロピレンオシドを調製した。 

得られたカルボニルイミダゾール化プルロニッ

ク、ポリエチレンオシド、ポリプロピレンオシドのカ

ルボニルイミダゾール反応率を NMR により算出

する。カルボニルイミダゾール化プルロニック、ポ

リエチレンオシド、ポリプロピレンオシドをメタノー

ル中に様々な濃度（0.1-100mg/ml）になるように

溶解させ、ポリリジン固定化細胞培養フラスコに

注入することにより、プルロニック固定化細胞培

養フラスコ、ポリエチレンオシド固定化細胞培養

フラスコ並びにポリプロピレンオシド固定化細胞

培養フラスコ（ナノブラシ固定化細胞培養基板）

を調製した。 

 

Ｂ）ナノブラシ固定化細胞培養基板のキャラ

クタリゼーション 

上記で調製したナノブラシ固定化細胞培養基

板の表面分析を、表面電位計、赤外分光光度

計（ATR法）、Ｘ線光電子分析装置を用いて行

い、プルロニック、ポリエチレンオシド、ポリプロピ

レンオシドの表面密度を定量する。さらに、上記

で調製したナノブラシ固定化細胞培養基板の水

に対する接触角を0度～37度で計測して、接触

角の温度依存性を検討した。 

 

Ｃ）ナノブラシ固定化細胞培養基板上での造

血幹細胞保持 

本申請研究に使用することが明記された同意

書に署名したボランティアから臍帯血を供給して

いただいた。また、市販の造血幹細胞を使用し

た。セグメント鎖（分子量）並びに表面固定化量

の異なるナノセグメントが固定化されたナノブラ

シ固定化細胞培養フラスコ中に臍帯血または造

血幹細胞を挿入した。この時、４度と２０度並び

に３７度の各温度で臍帯血を保持した。１２時間

おきに、臍帯血中の造血幹細胞の形態を倒立

型顕微鏡で観察するとともに数と生存度をフロ

ーサイトメトリーより計測した。 

 

Ｄ）ナノブラシ固定化細胞培養基板上での間

葉系幹細胞の培養と細胞剥離 

マウス大腿骨中よりディスポーザブル注射器

を用いて骨髄液を抽出した。また、脂肪より常法

により脂肪由来幹細胞を抽出した。ナノブラシ固

定化細胞培養基板（セグメント鎖（分子量）、表

面固定化量並びに親疎水性度の異なるナノブ

ラシ固定化細胞培養フラスコ）２４穴中に、マウス

大腿骨中より得た骨髄液または、脂肪由来幹細

胞を注入した。その後、牛胎児血清１０％含有

DMEM細胞培養培地を1.5ml注入し、細胞培養

器中にて二酸化炭素5%、温度37度の条件下で

細胞培養を行った。２日後に培地交換を行うこと

により、骨髄液中の血球細胞はすべて除去され

た。純化された間葉系幹細胞を１週間培養を行

った。１日ごとに CCD カメラ付属倒立型顕微鏡

を用いて間葉系幹細胞の形態観察を行った。１

週間後に、ナノブラシ固定化細胞培養フラスコ

を低温（４度の冷蔵庫中）に２０分間保持し、ナノ

ブラシの水和に基づく膨潤による細胞剥離実験

を行う。この細胞剥離操作前後の幹細胞数を倒

立型顕微鏡で計測することにより、細胞剥離度

を下式に基づき計測する。 

細胞剥離度(%)＝（１―細胞剥離後の細胞残存

数／細胞剥離前の細胞残存数）x100 

間葉系幹細胞の細胞剥離度と(a)ナノブラシセ

グメントの分子量、(b) ナノブラシセグメント表面

固定化量(c) ナノブラシセグメントの親疎水性度、

との関係を考察した。 

 

Ｅ）細胞外マトリックス固定化細胞培養基板

の調製 

ＥＳ細胞、間葉系幹細胞等の幹細胞を特異的

に認識結合させる細胞外マトリックスを親疎水三

元共重合体とともに固定化させたナノブラシ固

定化細胞培養基板を調製する。上記平成２０年

研究計画・方法で記載の方法によりナノブラシ

固定化細胞培養基板を調製する。次に細胞外

マトリックスを水溶性カルボジイミドとの反応によ

り活性化させる。ナノブラシ固定化細胞培養基

板中に所定量のカルボジイミド化細胞外マトリッ

クス水溶液を導入して、ナノブラシ固定化細胞

培養フラスコを調製する。 

Ｆ）細胞外マトリックス固定化細胞培養基板のキ

ャラクタリゼーション（樋口担当）： 上記で調製し

たカドヘリン・ナノブラシ固定化細胞培養基板の

表面分析を、表面電位計、赤外分光光度計

（ATR 法）、Ｘ線光電子分析装置を用いて行い、

プルロニック、ポリエチレンオシド、ポリプロピレン

オシドの表面密度を定量する。また、細胞外マト

リックス抗体を用いて、酵素免疫法（ELISA）（A. 

Higuchi et al., Biomaterials, 24, 3235 (2003)）に

より細胞外マトリックス表面固定化量を算出する。



さらに、上記で調製したナノブラシ固定化細胞

培養基板の水に対する接触角を０度～３７度で

計測して、接触角の温度依存性を検討した。 

 

Ｆ）細胞外マトリックス・ナノブラシ固定化

細胞培養基板上での間葉系幹細胞の培養と

細胞剥離 

脂肪組織より常法により脂肪由来幹細胞を抽

出した。調製した細胞外マトリックス・ナノブラシ

固定化細胞培養基板（セグメント鎖（分子量）、

表面固定化量並びに親疎水性度の異なるナノ

セグメント並びに様々な表面濃度の細胞外マトリ

ックスを固定）２４穴中に、脂肪由来幹細胞を注

入し、細胞培養器(申請機器)中にて二酸化炭素

5%、温度 37 度の条件下で細胞培養を行った。

純化された間葉系幹細胞を１週間培養し、倒立

型顕微鏡を用いて間葉系幹細胞の形態観察を

行った。間葉系幹細胞の細胞形態並びに増殖

性と細胞外マトリックス表面固定化濃度との関係

を考察した。１週間後に、ナノブラシ固定化細胞

培養基板を低温（４度の冷蔵庫中）に２０分間保

持し、ナノブラシの水和に基づく膨潤による細胞

剥離実験を行った。間葉系幹細胞の増殖性並

びに幹細胞剥離度と(a)ナノブラシセグメントの分

子量、(b) ナノブラシセグメント表面固定化量(c) 

ナノブラシセグメントの親疎水性度、との関係を

考察した。 
 
４．研究成果 

Ａ）ナノブラシ固定化細胞培養基板の調製並

びにキャラクタリゼーション 

親水性セグメント―疎水性セグメント―

親水性セグメントよりなる親疎水三元共重

合体として、ポリエチレンオシドーポリプロ

ピレンオキシドーポリエチレンオキシドよ

りなるプルロニックを選択した。また、親水

性高分子としてポリエチレンオキシド、疎水

性高分子としてポリプロピレンオキシドを

選択した。イミダゾール化プルロニック、ポ

リエチレンオシド並びにポリプロピレンオ

キシドを調製したところ、ＮＭＲ測定より 7.1, 

7.4, 8.2ppmにイミダゾール特有のピークが観

察され、イミダゾール化がほぼ８０％生じて

いることを確認した。このイミダゾール化プ

ルロニック、ポリエチレンオシド並びにポリ

プロピレンオキシド（ナノブラシ）を細胞培

養デッシュに固定化させることが可能であ

った。プルロニック固定化量は、XPS測定に

より確認した。プルロニック F68(分子量１０

０００、親水性ポリエチレンオキシド８０％)

をポリリジン固定化デッシュに固定化させ

たところ、プルロニック固定化量が、8.7 

nmol/cm2 (PL68-0.1), 34.0 nmol/cm2 (PL68-1.0), 

47.5 nmol/cm2 (PL68-10), 52.7 nmol/cm2 

(PL68-50), 55.2 nmol/cm2 (PL68-100), 64.5 

nmol/cm2 (PL68-500)のデッシュを調製するこ

とが可能であった。また、プルロニック F１

２７(分子量 10,000、親水性ポリエチレンオキ

シド 70％)をポリリジン固定化デッシュに固

定化させたところ、プルロニック固定化量が、
1.8 nmol/cm2 (PL127-0.1), 2.8 nmol/cm2 

(PL127-0.25), 4.2 nmol/cm2 (PL127-0.5), 35.0 

nmol/cm2 (PL127-10)のデッシュを調製するこ

とが可能であった。 

ナノセグメント固定化デッシュの水に対

する接触角は、以下の結果が得られた。 

 

（１）３７度における水に対する接触角； 

62 度 (PLL)、43 度 (PL68-0.1)、37.5 度

(PL68-1.0)、36.5度(PL68-10)、35.5度(PL68-50)、

32.5 度(PL68-100)、32 度(PL68-500)、48 度

(PL127-0.1)、46度(PL127-0.25)、47度(PL127-0.

５)、42.5度(PL127-1.0)、41度(PL127-10) 

 

（２）25度における水に対する接触角； 

63.5 度(PLL)、43.0 度(PL68-0.1)、37.5 度

(PL68-1.0)、36.0度(PL68-10)、32.5度(PL68-50)、

31.0 度(PL68-100)、30 度(PL68-500)、51.5 度

(PL127-0.1)、44度(PL127-0.25)、40度(PL127-0.

５)、38.5度(PL127-1.0)、34度(PL127-10) 

 

（３）4度における水に対する接触角； 

37 度 (PLL)、 21 度 (PL68-0.1)、 21 度

(PL68-1.0)、19度(PL68-10)、16.5度(PL68-50)、

16.5 度(PL68-100)、16 度(PL68-500)、27 度

(PL127-0.1)、24度(PL127-0.25)、23度(PL127-0.

５)、16度(PL127-1.0)、11.5度(PL127-10) 

 

以上より、PL68-10、PL68-50、PL68-500、

PL127-0.5、PL127-1.0並びに PL127-10デッシ

ュは、温度を４度に低下させると、表面親水

性が増加する（水に対する接触角の低下）こ

とが確認できた。 

 

Ｂ）ナノブラシ固定化細胞培養基板上での造

血幹細胞保持 

ナ ノ セ グ メ ン ト 固 定 化 デ ッ シ ュ

（PL127-10）並びに市販のポリスチレン製細

胞培養デッシュ中に臍帯血を直接挿入し、３

７度で４日間培養を行った。コントロール実

験であるポリスチレン製細胞培養デッシュ

中の臍帯血を１日間培養を行うと、臍帯血中

に生存している造血幹細胞は、５－１０％ま

で減少していた。一方、ナノセグメント固定

化デッシュ（PL127-10）中の臍帯血では、培

養１日後に７０％、４日後に２１％の造血幹

細胞が生存していた。 



 ナノセグメント固定化デッシュ（PL127-1, 

PL127-10, PL127-50, PL68-1, PL68-10, 

PL68-50）、市販のポリスチレン製細胞培養デ

ッシュ、さらに市販のバイオイナートデッシ

ュ（Nunc社製、並びにハイドロセル（セルシ

ード社製））を用いて、臍帯血を低温である

４度で５日間培養を行った。その結果、市販

のポリスチレン製細胞培養デッシュ並びに

市販のバイオイナートデッシュ中の臍帯血

における生存造血幹細胞数は、ほぼ同数であ

り１５％前後であった。一方、ナノセグメン

ト固定化デッシュ（ PL127-1, PL127-10, 

PL68-1, PL68-10）中の臍帯血における生存造

血幹細胞数は、５０－６５％前後であった。

従って、造血幹細胞の保持の観点からは、市

販のバイオイナートデッシュより、本研究で

調製したナノセグメント固定化デッシュの

ほうが、よりバイオイナートな特性を有して

いることが明らかとなった。 

 プルロニックナノセグメントが高密度で

固定化されているナノセグメント固定化デ

ッシュ（PL127-50, PL68-50）では、造血幹細

胞の保持率が低下しており、市販のバイオイ

ナートデッシュと同程度な１５％であった。

このことから、造血幹細胞の保持に用いられ

るバイオマテリアルは、最適な表面密度でナ

ノセグメントを固定化されていることが重

要であることが明らかとなった。この原因と

して、フレキシブルな細胞培養基板上に固定

化されたナノセグメントは、造血幹細胞の生

存度に貢献するが、過密に固定されたナノセ

グメント固定化基板では、ナノセグメントの

フレキシブルな運動が抑制されるために、造

血幹細胞の生存度が低下するためであると

考察した。 

 プルロニック F127 並びに F68 と分子量が

同等であるポリエチレングリコール（ＰＥ

Ｇ）6000を細胞培養基板上に、プルロニック

固定化表面反応と同様な反応を行うことに

より、ポリエチレングリコール固定化基板を

調製した。ポリエチレングリコール固定化基

板上に培養した臍帯血中の生存造血幹細胞

数は、５％前後であり、親水性セグメントを

培養基板にグラフトしただけでは、バイオイ

ナートな培養基板を調製することはできず、

親水セグメント―疎水セグメント―親水セ

グメントを培養基板にグラフトすることが

重要であることが明らかとなった。 

 

Ｃ）ナノブラシ固定化細胞培養基板上での間

葉系幹細胞の培養と細胞剥離 

様々な細胞外マトリックス（ジェラチン、

コラーゲン、ラミニン、ビトロネクチン、フ

ィブロネクチン、マトリゲル）をポリスチレ

ン製基板上に共有結合並びにコーティング

法にて固定化させた。いずれの基板上に間葉

系幹細胞を培養しても、間葉系幹細胞の表面

マーカーの発現率に、顕著な違いは見られな

かった。ジェラチン並びにビトロネクチンを

コーティングした細胞培養基板上では、骨芽

細胞への分化は促進されたが、様々な細胞外

マトリックスを共有結合で固定化させた基

板上では、骨芽細胞への分化は促進されなか

った。一方、様々な細胞外マトリックスを共

有結合で固定化させた基板上では、神経細胞

への分化が促進されていた。特に、マトリゲ

ル固定化基板並びにラミニン固定化基板で

顕著であった。さらに、プルロニックを細胞

外マトリックスとともに固定化させた基板

では、細胞培養液を４度に低下させることに

より、間葉系幹細胞の細胞剥離を引き起こす

ことが可能であった。 
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