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研究成果の概要（和文）：ポリ(2-メトキシエチルアクリレート)類似体を用いることにより、基板表面に吸着す
るタンパク質量を制御することによって、細胞形態の制御を通じ、肝細胞の機能維持ならびに間葉系幹細胞の脂
肪細胞への分化促進が可能な新しい培養基板の開発に成功した。また、培養中の細胞-バイオマテリアル界面の
リモデリング現象を制御するために、細胞外マトリックス遺伝子の発現がどのように制御されているか検討し、
一部の遺伝子は細胞骨格の状態により制御されていることを見出した。また細胞骨格、細胞形態を制御する初期
接着の状態を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：Protein adsorption behaviors can be regulated by the coating of poly
(2-methoxy ethyl acrylate) analogous polymers. And various cell functions (Hepatocyte: Hepatic gene 
expression, mesenchymal stem cell: adipogenesis) can be regulated through the control of cell shapes
 through the suppression of protein adsorption by PMEA analogous polymers. 
Understanding of regulation mechanisms of extracellular matrix (ECM) gene expression is important to
 control of biomaterial interface remodeling during the culture. A part of ECM gene expression was 
regulated through the regulation of actin assembly. Additionally, initial cell adhesion mechanisms 
which can regulate cell shapes and actin assembly was assessed. Cells adhered on PMEA analogous 
polymers via both integrin-dependent and -independent mechanisms.

研究分野： 生体材料
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１．研究開始当初の背景 
細胞が組み込まれたバイオハイブリッド

人工臓器や再生医療/組織工学用の培養担体
として、細胞の機能を制御できる培養基板の
開発が求められている。従来は細胞外マトリ
ックス(ECM)タンパク質や増殖因子などの生
理活性物質を培養基板表面に修飾し、細胞機
能の制御が試みられてきた。一方で、生体内
に埋植したり、培養基板上での細胞培養によ
りタンパク質が沈着し、培養基板表面のリモ
デリングが生じ、細胞機能に影響を与えるこ
とが知られている。すなわち、従来の培養基
板への生理活性物質の修飾による制御は短
期的には細胞機能を精密に制御できるが、修
飾された生理活性物質との相互作用は時間
とともに変化し、当初の期待通りに細胞機能
を制御できない可能性がある。そのため、長
期間あるいは生体中での細胞機能の制御に
は、培養中の培養基板表面のリモデリングを
制御する必要がある。そのために、培養基板
表面がリモデリングされにくい培養基板の
開発が行われてきた。 
我々は適切にリモデリングされた培養基

板が細胞機能を強く誘導することを報告し、
また PMEA 塗布基板では、タンパク質の種類
によりその吸着挙動が変化することを見出
してきた。そこで、PMEA 類似体を塗布した培
養基板上では、培養中のリモデリングをタン
パク質の吸着状態を通じて制御できる可能
性がある。そのため、培養基板表面への生理
活性物質の修飾を行わずに、PMEA 類似体を用
いて、培養中のリモデリングを適切に誘導す
ることで、リモデリング後に細胞に機能発現
をさせることにより、細胞機能をより長期間、
制御できる新しい培養基板の開発ができる
と考えた。 

 
２．研究の目的 
 以下に研究開始当初の目標を示す。特に本
研究期間内では、目標 1、目標 4、目標 5 を
中心に検討を行うとともに、ECM の発現制御
機構の検討を行った。 
 大目標：培養中のリモデリング現象を利用
し細胞機能が発現する培養基板の実現 
目標 1: PMEA 類似体を塗布した基板(PMEA 類
似体基板)上で細胞が産生する ECM タンパク
質/分解酵素の種類と量 
目標 2: PMEA 類似体基板に吸着する ECM タン
パク質の量と構造 
目標 3:細胞培養時の PMEA 類似体基板のリモ
デリングの経時的変化 
目標 4:細胞培養時の PMEA 類似体基板上での
接着機構の経時的変化 
目標 5:PMEA 類似体基板上での細胞の機能発
現の経時的変化 
また、標的となる細胞として、埋め込み型

バイオハイブリッド人工肝臓に向けた肝細
胞の機能維持と、再生医療の重要な細胞源で
ある幹細胞の分化制御を可能とする培養基
板を作製する。 

 
３．研究の方法 
 肝細胞のモデルとして、ヒト肝癌細胞株
HepG2 を、幹細胞として特に脂肪前駆細胞株
である 3T3-L1 細胞を用いて研究を行った。
また、PMEA 類似体はスピンコート法あるいは
キャスト法によりコートして培養に供した。 
(1)細胞機能の評価 
 まず初めに、各種の PMEA 上における HepG2
あるいは3T3-L1の細胞機能(細胞接着、増殖、
特異的な分化マーカーの発現)をリアルタイ
ム PCR 法により評価した。 
(2)ECM の発現制御機構の評価 
その後、各種の PMEA 類似体上における

HepG2 の ECM 遺伝子の発現量をリアルタイム
PCR 法により定量するとともに、細胞形態と
の関係性についてサイトカラシンDを用いて
評価を行った。 
(3)細胞接着機構の解析 
また、細胞形態は細胞の培養基板への接着

に強く依存するため、PMEA 類似体基板上への
細胞接着機構について、阻害剤やSingle cell 
force spectroscopy法を用いながら詳細に検
討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)細胞機能の評価 
HepG2細胞をPMEAあるいはポリテトラヒドロ
フルフリルアクリレート(PTHFA)を塗布した
基板に播種したところ、HepG2 は PMEA、PTHFA
基板共に接着することができた(図 1)。 

図 1：HepG2 の PMEA 類似体への接着 
 
さらに、細胞形態を評価したところ、PMEA

基板上では球形を維持していたが、PTHFA 基
板上では大きく伸展していた(次頁図 2)。 
細胞形態に加え、肝機能マーカー遺伝子であ
る、HNF4A および ALB の発現量を比較したと
ころ、PMEA 基板上で、通常の培養基板上や
PTHFA 上と比較し、有意に上昇していた(次頁
図 3)。このメカニズムを明らかにするために、
肝機能の発現に必要な HNF4Aの発現を制御す
る Yes-associated protein (YAP)の細胞内局
在を比較したところ、PMEA 上では細胞質内に
分散していたのに対し、PTHFA 上では細胞核
に局在していた(次頁図 4)。YAP の核局在は
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えられた。

以上の結果から、血液適合性を有する
上では肝機能を維持でき、ハイブリッド型人
工肝臓の材料としての利用が期待された。
 
 脂肪前駆細胞
ついても、同様に種々の
養を行った。その結果、

HNF4Aの発現を阻害することから、
上では YAP の核移行が阻害されたため、肝機
能マーカー遺伝子の発現量が上昇したと考
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本結果から、PMEA 上で観察されるインテグ
リンに依存しない細胞接着は、基板表面に直
接相互作用しているものであると示唆され
た。 
 
 以上の結果から、培養基板表面にタンパク
質の吸着により生じるリモデリングにより、
細胞機能を制御できる可能性が示された。 
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