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研究成果の概要（和文）：ポリエチレン／ポリスチレン・ジブロック共重合体の結晶化フィルム

に様々な時間でエッチング処理を施してナノポーラス膜を調製したところ、エッチング時間の

経過に伴い細孔モルフォロジーが明瞭化していることが走査プローブ顕微鏡像から確認された。

そこで、細孔サイズを定量的に比較するために、観察像から断面プロファイルを切り出し、細

孔サイズ分布を見積もった。平均細孔サイズはエッチング時間とともに増加していることがわ

かった。これらエッチング膜に加えて、エッチング処理を施していない結晶化フィルム（細孔

サイズ 0nm）を用いてヒト肝ガン細胞 Hep G2 の増殖実験を行った。その結果、どの膜上でも細

胞の増殖が認められた。また、細胞培養 1週間培養後とトリプシンを用いた細胞分離処理後の

膜の様子を比較したところ、ナノポーラス膜では細胞分離処理後でも細胞が膜表面に残存して

いることがわかった。そこで、回収した細胞数を計測したところ、細孔サイズの増大に従い、

回収細胞数が減少していることが確認された。これは、ナノポーラス膜では細胞の持つ仮足が

膜表面の細孔内部にまで入り込むことで強固に接着していることを示唆していた。 

 
研究成果の概要（英文）：Nanoporous membranes with different pore dimensions were prepared 

from a series of polyethylene (PE) / polystyrene (PS) diblock copolymer films by acid 

etching under various conditions. Scanning probe microscope (SPM) observation indicated 

that the pore morphology was emphasized by elongation of etching time with elimination 

of amorphous PS phase. However, further etching destructs the PE crystalline phase which 

supports the network geometry of nanoporous membrane. For quantitative analyses of pore 

morphology, pore size distribution was evaluable by the height profiles extracted from 

a series of the scanning probe microscope images. The pore size was controllable by acid 

treatment conditions. Their biological applications were examined by cell proliferation 

tests using Hep G2 cells. Cell proliferation was confirmed for all membranes prepared 

in this study. However, membranes exhibiting typical nanoporous morphologies gave the 

lower numbers of cells after cell removal treatment by trypsin addition and centrifugation, 

compared to those for un-etched membrane having smooth surface. These results indicate 

the robust attachment between cell and membrane surface for the former membrane. 
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１．研究開始当初の背景 
 ブロック共重合体はナノメートルサイズ
の相分離構造を自己組織化的に形成する。し
たがって、現在、キーテクノロジー材料とし
て注目されているが、その利用は基板に精密
リソグラフィーを行うための薄膜マスキン
グ材などに限られていた。これは、ブロック
共重合体の形成する相構造の連続性が、バル
ク膜の場合には膜厚全体にわたっては保障
されないためであった。 

これに対して、本研究代表者らは、結晶性
セグメントと非晶性セグメントの組み合わ
せで構成されるブロック共重合体を選択し、
結晶化条件を最適化することで結晶相と非
晶相がそれぞれネットワーク状につながっ
た「共連続」構造を得ることに成功した。出
発試料としては、結晶性のポリエチレン(PE)
と非晶性のポリスチレン(PS)で構成される
ジブロック共重合体を用い、結晶化条件を制
御することによって結晶相／非晶相の割合
を変化させた一連のフィルム試料を作製し
た。その結果、90℃で結晶化させると、厚さ
数十m に渡って、結晶相と非晶相がそれぞれ
連結した共連続構造が得られることが明ら
かとなった。これを酸処理することによって、
非晶相のみを選択的に除去したところ、直径
約 30nm の貫通細孔がネットワーク状に繋が
ったナノ・ポーラス構造が得られた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記のような研究成果を元に、
ブロック共重合体が形成する結晶／非晶の
共連続相構造のサイズ・規則性を制御するた
めのエッチング条件の最適化を試みる。さら
い、これらの膜中の細孔壁表面には酸処理に
よって-COOH基や-NO2基が分布していると考
えられるので、これらを足場としたナノ・ポ
ーラス膜上での細胞組織の増殖を行い、生体
適合材料としての可能性を検討する。なお、
細胞増殖実験に用いる細胞としては、増殖速
度の速く、ヒト由来である肝ガン細胞HepG2
を用いた。 
 
３．研究の方法 
3.1 試料 
 試料は、Polymer source 社製ポリスチレン
（PS）/ポリエチレン（PE）・ジブロック共重
合体を用いた。PS 成分及び PE 成分の重量平
均分子量はそれぞれ 54000 及び 67000 であり、

分子量分布は 1.07 であった。 
3.2 フィルム作成 
 p-キシレンに試料を 0.5wt％になるように
沸点（180℃）にて 5分間溶かし込みを行い、
室温でテフロンシャーレ（直径 100mm）にキ
ャスト後、約２週間室温で乾燥させ、キャス
トフィルムを得た。このフィルムを減圧オー
ブンにて室温で 3 日間減圧乾燥させた後、
180℃で 5 分間溶融させ、その後、放冷によ
って 90℃まで冷却し、この温度で 1週間等温
結晶化させた試料を作製した。 
3.3 発煙硝酸エッチング処理 
 試料フィルムから非晶相のみを選択的に
取り除くために、発煙硝酸エッチングを行っ
た。3.2.3 で作成した結晶化フィルムを、21℃
及び 26℃で発煙硝酸(濃度 97%，密度
1.52g/cc）中に 10，20，30，40，50，60 分
間浸漬した。その後、エッチング膜を蒸留水
及びエタノールで洗浄し、エタノールの入っ
たバイアル中で保存した。 
3.4 再エッチング処理 
 3.3の手順で作成したPEナノポーラス膜の
細孔サイズを制御するために上記の発煙硝
酸で再エッチング処理を施した。再エッチン
グ時間は、3分及び 7分とした。 
3.5 測定 
3.5.1 DFM 測定 
 様々な条件で作成した PE ナノポーラス膜
を１cm×１cm の正方形に切り出し、SIINT 製 
環境制御型ユニット E-sweepダイナミックフ
ォースモード（DFM）を用いて、走査エリア
1500nm四方の表面構造を測定周波数0.5Hzで
観察した。このとき使用したカンチレバーは、
先端半径が 10nm のものを使用した。 
3.5.2 細胞増殖実験 
 Fig.1 のように、24 穴シャーレを用い、各
条件でエッチングした膜をUV殺菌したステ
ンレスナットで固定し、その膜上でHepG2 2.0
×104cells/wellをまき、1週間培養した。培
養は、温度 37℃、0.5％CO2に設定したインキ
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Fig.1. Experimental setup for cell proliferation 
tests examined this work. 



(a) ュベーター中で行った。また、培地は
D-MEM(低グルコース)を使用し、1日おきに交
換した。培養後、リン酸バッファー（PBS）
とエチレンジアミン四酢酸（EDTA）で洗浄し、
細胞を膜からはがすためにトリプシンを滴
下し、インキュベーター中で約 5分放置した。
さらに培地を加えてピペッティング後、遠心
機にかけて膜から細胞をはがした。膜を取り
出し、さらに遠心機にかけ細胞と培地を分離
して培地を吸引した。新たな培地 10lとトリ
パンブルー10lを加えて、細胞の染色を行っ
た。これをマイクロピペットで取り、血球計
算盤で細胞数をカウントした。 

(b) 

 
４．研究成果 
4.1 エッチング膜のモルフォロジー観察 
 Fig.2に処理温度 26℃でエッチング時間を
変えて調製した PE ナノポーラス膜の DFM 像
を示す。それぞれ(A)が 10 分間、(B)が 20 分
間、(C)が 30 分間、(D)が 40 分間、(E)が 50 
分間、(F)が 60分間のエッチング時間である。
エッチング時間 40 分までは、時間の経過に
ともない細孔モルフォロジーが明瞭となっ
ているが、50分以降では細孔モルフォロジー
が不明瞭である。 
4.2 細孔サイズの定量化 
 エッチング時間の経過に伴う細孔モルフ
ォロジーの変化を定量的に議論するために、

細孔サイズの定量化を行った。その方法を
Fig.3 に示す。まず、Fig.3a の様に DFM 像か
ら細孔の長軸方向に対して垂直方向に断面
プロファイルを 100 個切り出した。次に、カ
ンチレバーの先端半径が 10nm であることか
ら深さ 10nm 以上の凹凸を細孔とし、その幅
を計測した（Fig.3b）。サイズ計測後、平均
値を求めエッチング時間に対してプロット
したグラフが Fig.4 である。これより、エッ
チング時間 40分で最大 22nm の細孔が得られ
ることがわかった。一方エッチング時間 20
分までは細孔サイズに大きな変化は見られ
なかったことから、この時間領域は発煙硝酸
により膜表面が親水性となる過程（親水化過
程）に相当すると考えられる。これ以降、40
分までは、PS成分が溶け出すことで、細孔サ
イズが増大する開孔化過程であると考えら
れる。一方、エッチング時間 50 分以降では、
PE 成分までもが酸エッチングされるために、
細孔サイズの見積もり値が小さくなると考
えられる。 

Fig.3. Pore-size estimation procedure. Height 
profile (b) was extracted from the blue line in 
whole image (a). 

次に、処理温度 21℃でも同様の方法でエッ
チングを行い、PE ナノポーラス膜を調製した。
この DFM 像を Fig.5 に示した。それぞれのエ
ッチング時間は(A)が 30 分、(B)が 40 分、(C)
が 50 分である。処理温度 26℃のときと同様
の計測方法で、細孔サイズを見積もったとこ
ろ、細孔サイズはエッチング時間 50 分で最
大値 20nm を示した。そこで、これら異なる
エッチング温度における親水化過程と開孔
化過程の反応時間及び反応速度の比較を行
った(Fig.6)。それぞれの処理温度について、
開孔化過程におけるグラフの傾きは温度に
かかわらず、ほぼ同じ値を示しており、反応
速度に変化は認められなかった。一方、親水
化過程については、処理温度 21℃の方が長か 

 

Etching Time (min) 

10 30 20 40 50 60 

20 

15 

10 

5 

0 

P
o

re
S

iz
e

 (
n

m
)

Fig.4. A relationship between pore size and 
etching time for the membranes etched at 26oC. 

Fig.2. A series of DFM images of membranes 
etched under different treatment times at 26oC  
(a) 10, (b) 20, (c) 30, (d) 40, (e) 50, (f) 60min. 
Scale bar, 500 nm. 
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った。このことは、処理温度が親水化過程に
影響を与えていることを示唆している。この 
理由として、分解されにくいポリエチレン成
分が膜の最表面に偏析していることが挙げ
られる。 
4.4 再エッチングによる細孔サイズ制御 
 細孔モルフォロジーの不明瞭なエッチン
グ膜や細孔サイズの小さなナノポーラス膜
の細孔サイズを増大させる方法として、エッ
チング膜の再エッチング処理を検討した。
Fig.7にエッチング時間40分で得られた細孔
モルフォロジーの不明瞭なエッチング膜(A)
と、その膜を 3分間(B)及び 7分間(C)再エッ
チング処理を施したエッチング膜の DFM像を
示す。このとき、エッチング時間が合計 47
分の膜で PE ナノポーラス膜に特徴的な細孔
モルフォロジーが確認された。 
そこで、4.3 と同様の方法で細孔サイズを

計測し、エッチング時間に対してプロットし
たものを Fig.8 に示す。このとき細孔サイズ
は、エッチング時間 47 分で最大 17nm となっ
た。Fig.6 と比較すると、Fig.10 の再エッチ
ングの方が短時間で細孔サイズを増大させ 
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Fig.5. A series of DFM images of the membranes 
etched for different treatment times at 21oC: (a) 
30, (b) 40, (c) 50min. Scale bar, 500 nm. 

 
 
 
 
 
 
 

Fig.7. A series of DFM images of membranes 
1st-etched and 2nd-etched for different treatment 
times at 21oC: (a)1st-etched for 40min, (b) 
2nd-etched for 3min (total etching time of 43min), 
(c) 2nd-etched for 7min (total etching time of 
47min). 2nd-etching was made for the membrane 
1st-etched for 40min. Scale bar, 500 nm. 
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Fig.6. A relationship between pore size and 
etching time. The data obtained for different 
etching temperatures are compared. 

 
 
 

Fig.8. A relationship between pore size and 
etching time for the 2nd-etched membranes. 

 
ることが可能であることがわかった。これは、
最初のエッチングによって試料表面が十分
に親水化するためであると考えられる。 
4.4 エッチング膜上における細胞増殖実験 
 未処理膜(エッチング時間 0分)と処理温度
26℃で作成したエッチング時間20分、40分、
60分のエッチング膜上でHepG2細胞の増殖実
験を行った。その結果、どの膜上でも細胞の
増殖が観察された。しかし、培養 6日後にリ
ン酸バッファー(PBS)とエチレンジアミン四
酢酸(EDTA)で洗浄後、トリプシン処理により
細胞をはがした結果を比較すると、未処理膜
では細胞の回収が容易だったのに対し、細孔
を有するエッチング膜では回収処理後でも
膜上に多くの細胞が残っていた（Fig.9）。特
に細孔サイズの最も大きなエッチング時間
40 分の膜では、その様子が顕著に現れている。
これは、細胞が持つ仮足が細孔内部にまで入 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
り込むことにより、強固に接着したためであ
ると考えられる。そこで、洗浄液に含まれる
細胞数をカウントすれば、逆に接着力の弱い
細胞の量を定量化できると考えた。Fig.10 は、
各エッチング時間で調製した膜について、細
胞増殖後の回収溶液中に存在した細胞数を
比較したものである。このグラフから、エッ
チング時間の増加に伴い回収された細胞数、
つまり接着の弱い細胞が減少していること
がわかる。このことは、ナノポーラス化によ
って、細胞の接着性が向上したことを示唆し
ている。 
4.4 結論 

PE-b-PS 結晶化フィルムを発煙硝酸エッチ
ングしてナノポーラス膜を調製した。得られ
たナノポーラス膜の構造を DFM 観察し、細孔
サイズおよびその分布を解析したところ、エ
ッチング時間を変化させることにより細孔
サイズのコントロールが可能であることが

わかった。この際のフィルム構造変化は、エ
ッチング初期ではフィルム表面の親水化が
起こり、その後、PS 成分が分解される開孔化
過程、さらに PE 骨格相がエッチングされる
破壊過程にされる破壊過程に分けられるこ
とがわかった。なお、エッチング処理温度は
主に親水化過程に影響を与えていた。すなわ
ち、エッチング温度が高いほど、親水化過程
が短くなり、より短時間で PS 成分を除去す
ることができた。また、一度エッチングした
膜を再度エッチングすることにより、細孔サ
イズを増大させることができた。このとき同
程度の細孔サイズを与えるエッチング処理
の時間は、一度目のエッチングに比べ短縮さ
れていた。これは、一度目のエッチングによ
って最表面層の親水化が進んでいたためで
あると考えられる。 

Fig.9. Optical microscope images for residual 
cells after washing with PBS and EDTA after 
6-day cell-proliferation treatment: (a) initial, (b) 
20-min, (c) 40-min, (d) 60-min etched 
membranes. Etching was made at 26oC  

これら各エッチング時間で処理した膜を
対象として細胞増殖実験を行ったところ、膜
上での増殖状態はほとんど同じであった。し
かし、細胞分離処理を行った後では、細孔径
の増大とともに膜上に残存する細胞数が増
加していた。これは、ナノポーラス化によっ
て発達した細孔内部に細胞が持つ仮足が入
り込むことにより膜表面と強固に接着した
ためであると考えられる。今後、このナノポ
ーラス膜の細孔部分を化学修飾することに
より、生体分子を認識可能なセンサー膜が調
製できると期待される。 
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