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研究成果の概要（和文）：弾性率制御されたハニカムスキャフォールドの作製法を確立し、ヒト間葉系幹細胞
（hMSC）やiPS細胞などの幹細胞および神経系細胞などについてその接着・増殖・分化をモニタリングすること
に成功した。これらのデータベースを基に特徴的な分化制御能を与える材料変面条件を得ることに成功した。ま
た、Coupled Cahn-Hilliard方程式を基にした高分子微粒子構造制御の理論モデル構築に成功し、本モデルを基
に自己組織化による有機無機コンポジット微粒子の作製に成功した。磁性粒子と金ナノ粒子をコンポジットした
高分子微粒子は液中で磁場によって任意の部位のラマン散乱測定が可能であることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Fabrication of elastic modulus controlled honeycomb films was successfully 
realized and applied them to the substrates for cultivating hMSC, iPS, and neuron cells with 
controlling their adhesion, proliferation, and differentiation. By using those data, extraction of 
conditions for controlling differentiation of stem cells was achieved. Furthermore, theoretical 
simulation based on coupled Cahn-Hilliard equation revealed the nanoscale structural control of 
polymer particles, and inorganic-organic composite particles with nanostructures were successfully 
prepared. By using magnetic nanoparticles and gold nanoparticles as composite materials with 
polymers, nanostructured composite particles were successfully prepared by self-organization process
  and applied them to site selective Raman scattering measurement probes.

研究分野： 高分子化学

キーワード： 自己組織化　ハニカムスキャフォールド　ラマン散乱　微粒子　幹細胞　原子間力顕微鏡　フェイズフ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
幹細胞の分化制御は再生医療において重要な技術であり、これまでサイトカインや遺伝子導入など、液性因子を
用いた分化誘導が行われてきた。本研究は幹細胞の培養環境であるスキャフォールドの構造と力学物性が幹細胞
の接着・増殖・分化に与える影響を明らかとするものであり、本研究により明らかにされた幹細胞分化とスキャ
フォールド等の培養条件の相関は、再生医療の発展に資するものである。
さらに本研究で開発した微粒子による局所部位でのラマン散乱計測プローブは、細胞などの液体中でも特定の位
置の化学物質の動態情報を３次元的に取得することを可能にするものであり、上記のスキャフォールドによる幹
細胞分化機序の解明に貢献する。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
再生医療研究において、ヒト間葉系幹細胞（hMSC）や iPS 細胞などの幹細胞を望みの系譜に

分化させる技術は必要不可欠である。現在、様々な培養方法によって幹細胞の増殖・分化を制御
する研究が行われているが、分化効率や成功率の低い細胞が多いことが大きな課題である。細胞
の増殖・分化を制御する因子には、液性因子と足場素材が挙げられ、培地については様々な生体
由来成分が検証されている一方、スキャフォールドはポリスチレンに代表される硬い人工材料
がほとんどであった。 
 近年、メカノバイオロジー研究の発展により、足場素材の物理的・構造的特性によっても培養
細胞の機能性が飛躍的に変化することが知られつつある。申請者らは結露した水滴を鋳型とし
たポリマーハニカム状多孔質膜が得られること、ポリブタジエン（PB）から作製したハニカム
状多孔質膜は、光架橋により化学的特性を変えずに弾性率を数十 MPa〜数 GPa まで制御出来る
ことを報告している。ゲルなどに比べ 10~100 倍の弾性率を持つ様々な強度を持った生体材料を
模倣することができるばかりか、表面をハニカム状多孔によって立体的に設計できるため、細胞
外マトリクスタンパク質（ECM）に見られるような表面の空隙度合いをも極めて正確かつ安易
に設計ができる。また、この多孔質膜をスキャフォールドとして用いた場合、細胞の接着や幹細
胞の分化がその表面トポロジーと弾性率により変化することをすでに見いだしている。さらに、
ハニカムスキャフォールドの弾性率・孔径および培地条件に依存して、hMSC の神経・骨芽・脂
肪細胞への分化が促進されることを明らかにした。しかしながら、幹細胞におけるメカノレスポ
ンスの分子機序は未だ不明である。ハニカムスキャフォールドがもたらすメカノトランスダク
ションと幹細胞分化の影響を明らかとするためには、培養中の幹細胞中で起きるメカノレスポ
ンスの動態を非侵襲的に計測する技術が必要不可欠であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は物性・力学を自在に調節できる独自の「ハニカムスキャフォールド」上でｈ

MSC および iPS を培養し、磁場応答性を持つ近赤外励起表面増強ラマン散乱微粒子を可視化プ
ローブとして、幹細胞のメカノレスポンスをリアルタイムで可視化・数値化することで、培養基
材のメカノトランスダクションによる幹細胞分化の分子機序を明らかとすることである。申請
期間中に①抗体結合磁場応答性ラマン散乱増強（SERS）粒子の作製と物性評価②弾性率・孔径
を制御したハニカムスキャフォールド上での幹細胞培養、③抗体結合 SERS 粒子を磁場により
幹細胞の特定位置への導入、④SERS イメージングによる In Situ 化学動態の可視化実現、およ
び⑤生化学的データを含めた多変量解析を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究は以下の５つのマイルストーンを設定することにより、効率的に研究を遂行する。 
 
①抗体結合磁場応答性ラマン散乱増強（SERS）粒子の作製と物性評価 
SORP 法により、ポリスチレン（PS）、末端アミン基を持つポリブタジエン（PB-NH2）、ポリマ
ー被覆した酸化鉄ナノ粒子からコアｰシェル型微粒子を作製し、クエン酸還元により作製した金
ナノ粒子と混合することで、有機ｰ無機コンポジット微粒子の作製を行う。粒径・コアｰシェル比・
金ナノ粒子濃度などの条件を変化させることにより、粒子表面に金ナノ粒子が高密度に充填さ
れ、磁場によって駆動可能な有機ｰ無機コンポジット微粒子を作製する。得られた粒子のプラズ
モン吸収波長が 500 nm 程度から近赤外領域にレッドシフトしていることを現有の紫外ｰ可視ｰ近
赤外分光光度計（UV-Vis-NIR）により測定し、構造と吸収波長の相関を確認する。 
 
②弾性率・孔径を制御したハニカムスキャフォールド上での幹細胞培養 
光架橋により弾性率を制御可能なポリブタジエン（PB）から孔径がサブセルラーサイズ（数百
nm）〜オーバーセルラーサイズ（数十 µｍ）に制御されたハニカムスキャフォールドを作製し、
光架橋を行う。光架橋の進行は現有のフーリエ変換赤外分光光度計（FT-IR）を用いてモニタリ
ングする。架橋の時間を変えたサンプルを AFM により表面弾性率を測定し、光架橋時間と弾性
率、および孔径の 3 軸を変化させたスキャフォールドを用意する。 
 
③抗体結合 SERS 粒子を磁場により幹細胞の特定位置への導入 
SERS 粒子にシグナル伝達物質を吸着させ、近赤外励起でラマン散乱が増強されることを、現有
のラマン散乱分光器により測定する。空間分布に関する時系列情報が得るために、SERS 粒子の
表面に存在する金ナノ粒子の保護剤であるクエン酸等に抗体などを縮合させる方法を開発する。 
 
④SERS イメージングによる In Situ 化学動態の可視化実現 
磁場により抗体結合 SERS 粒子を時空間的に操作できることを確かめる。微小領域に磁場を制御
するために、針状のネオジム磁石を機械加工により作製し、マイクロマニュピレータで操作する
事により、時空間的に磁場を制御し、抗体結合 SERS 粒子の空間位置が制御できることを確認す
る。 
 
⑤生化学データを含めた多変量解析 



自動観察装置内で hMSC および hiPSC の培養を行いながらその活性について画像データおよび
生物学的評価の蓄積をさらに進める。hMSC の生物活性評価は、前年度構築のアルゴリズムによ
って非破壊評価（接着増殖率・細胞形態・移動度・接着率）について位相差顕微鏡から得られた
画像情報解析を行うことで、１つ１つの細胞に対しての定量的高次元スコアを得て、P・ε とい
うスキャフォールドパラメータとの相関関係をマッピングする。 
 
４．研究成果 
弾性率制御ハニカムスキャフォールド上で hMSC および iPS 細胞の培養を行い、時系列での細
胞数から接着・増殖率などの量的データ、サイズや細胞外周長などの形態データを取得した。さ
らに、各分化マーカーを用いて、骨細胞や脂肪細胞への分化を確認し、孔径が大きく、弾性率が
高く硬いハニカムスキャフォールド上では分化が進むこと、特に骨細胞への分化が進んでいる
ことが確認された。この結果は、ハニカムスキャフォールドの弾性率・孔径が細胞分化に影響を
与えることを裏付けるデータである。これらのデータ取得が完了したことから、総合的なパラメ
ータ相関に関する検討を続けており、まとまり次第論文として報告する予定である。 
さらに柔軟なハニカムスキャフォールドを PET メッシュに直接作製することで延伸などの力学
変形に対応可能な自己支持性多孔膜スキャフォールドの作製にも成功した（Soft Matter (2017)）。 
細胞の培養中における化学動態を追跡するためには、免疫染色など細胞に対して侵襲性のある
手法を用いることは困難である。そこで、培養細胞の化学動態をモニタリングする手法として、
貴金属ナノ構造を持つ表面での化学物質のラマン散乱が著しく増強される表面増強ラマン散乱
（SERS）による In Situ 観察が有用な手法として知られている。既往の手法は基板上に作製した
貴金属ナノ構造上で細胞培養を行い、基板と培養細胞界面の情報を取得する手法が用いられて
いた。しかしながらこの手法では、基板–界面近傍の情報しか得ることができないという欠点が
あった。 
藪らは独自の微粒子作製法である「自己組織化析出（SORP）」法を用いることで、ブロック共重
合体やポリマーブレンドからナノ構造を持つ微粒子が作製できることを見出している。さらに
その内部構造制御について、西浦らと共に理論モデルの構築を行い、Coupled Cahn-Hilliard 方程
式に基づくシミュレーションにより、微粒子の構造を再現・予測できることを見出した（ACS 
Omega (2018),(2019)）。さらにナノ構造を制御したポリマー微粒子と貴金属ナノ粒子や磁性粒子
とのコンポジットを作製することにより、多様なナノ構造を持つ有機–無機コンポジット微粒子
の作製に成功した(Particles and Particle Systems Characterization (2018), RSC Advances (2019))。 
特定の抗原等を微粒子に認識させるためには、微粒子表面に抗体等を結合させる手法が必要不
可欠である。藪らは Delaittre らと共同でクリック化学を用いた微粒子表面への部位選択的化学
修飾の手法を考案し、実際に様々な官能基をナノ構造を持つ微粒子の特定の部位に選択的に修
飾することに成功した(Advanced Functional Materials (2018))。本手法は抗体等を微粒子表面に部
位選択的に修飾する基礎となる。 
さらに、金ナノ粒子のシェルを持ち、コア部に磁性酸化鉄ナノ粒子を導入したコンポジット微粒
子の作製に成功した。さらに、金ナノ粒子のサイズや形態を変えることにより、吸収波長が近赤
外領域まで拡張することに成功した。これらの粒子を用いて近赤外励起による吸着分子のラマ
ン散乱を測定したところ、励起光とコンポジット微粒子の吸収波長が一致した場合に著しい
SERS シグナルの増強が確認された（図２）。本コンポジット微粒子は磁性酸化鉄ナノ粒子をコ
アに持つため、磁場で移動・集積が可能であり、液中の細胞などの観察において部位特異的に３
次元 SERS 観察を可能とする。以上の結果から、マイルストーン①・③についても達成し、④
についてはその基礎を確立できた。 
 

 
図２. 磁性粒子・金ナノ粒子からなる SERS 増強メタマテリアル微粒子の SEM 像・EDX マッピ
ング像（左）、金ナノ粒子の種類による吸収波長変化（中央）と吸着分子の SERS スペクトル（右）。
（ACS Applied NanoMaterials (2018)） 
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