
関西大学・化学生命工学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４４１６

基盤研究(B)（一般）

2022～2020

動的架橋を有する刺激応答性高分子を用いた細胞挙動の動的制御

Dynamic regulation of cell behavior using stimuli-responsive polymers with 
dynamic crosslinks

５０２３９４１４研究者番号：

宮田　隆志（Miyata, Takashi）

研究期間：

２０Ｈ０４５３９

年 月 日現在  ５   ６ １７

円    13,500,000

研究成果の概要（和文）：動的架橋戦略に基づき，刺激に応答して物理的・化学的性質を変化させる3種類の刺
激応答性高分子（光・温度応答性ゲル，光・生体分子応答性ゲル，光応答性フィルム）を設計し，その表面や内
部で細胞培養を行った。光・温度応答性ゲルは，光により弾性率を，温度により親水性・疎水性を変化させ，そ
の物理的・化学的性質によって細胞の接着挙動が変化した。光・生体分子応答性ゲルは光と生体分子の存在によ
りゾル－ゲル相転移し，その内部で細胞培養すると細胞増殖は抑制され，生体分子添加でゾル状態に戻すと細胞
は再び増殖した。光応答性フィルムは光照射により弾性率を変化でき，細胞は未照射部位に優先的に接着して細
胞パターンが形成された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we designed three types of stimuli-responsive polymers 
(photo/temperature-responsive gels, photo/biomolecule-responsive gels, and photo-responsive films) 
by a strategy using dynamic cross-links, and cultured cells on their surfaces and within gels. 
Photo/temperature-responsive gels underwent a drastic change in the modulus and hydrophilicity in 
response to light and temperature, respectively. Cell adhesion and behavior on the 
photo/temperature-responsive gels were strongly influenced by the modulus and hydrophilicity. 
Photo/biomolecule-responsive gels underwent a sol-gel phase transition in response to light and a 
target molecule. Cell proliferation was effectively regulated by the sol-gel phase transition of the
 photo/biomolecule-responsive gels. Photo-responsive films changed the surface modulus in response 
to light exposure. Cells adhered to the unexposed area of the photo-responsive films and cell 
patterns were formed on their micropatterned surface.

研究分野：機能性高分子

キーワード： 刺激応答性高分子　細胞　メカノバイオロジー　動的架橋　時空間制御　ゲル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
動的架橋戦略に基づいて光や温度，生体分子で物理的・化学的性質を調節できる3種類の刺激応答性高分子の設
計に成功し，その表面や内部で細胞培養を行った。このような刺激応答性高分子は時間的・空間的に細胞の挙動
を制御できる細胞環境（スマートニッチ）を提供でき，革新的な時空間制御型細胞培養システムを開発するため
の材料として期待できる。本研究により，学術的には高分子科学によりメカノバイオロジーの発展に貢献し，実
用的にも再生医療における幹細胞の増殖や分化を制御する革新的材料システムの提案に繋がる成果として社会的
意義も大きい。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年，温度などの外部環境変化に応答する刺激応答性ゲルが，ドラッグデリバリーシステム
（DDS）や細胞培養などに利用できる医用材料として精力的に研究されている。しかし，そのほ
とんどは pH や温度に応答するゲルであり，特定分子に応答する刺激応答性ゲルはほとんど報告
されていない。一方，研究代表者は，疾病シグナル生体分子を認識して構造変化する刺激応答性
ゲル（生体分子応答性ゲル）の設計方法を提案し，抗原や腫瘍マーカーに応答する生体分子応答
性ゲルを世界に先駆けて合成してきた。これらは分子複合体による動的架橋の構造変化に基づ
いており，薬物放出や細胞培養などの時間的・空間的な制御が可能である。したがって，動的架
橋戦略により設計された刺激応答性高分子は，時間的・空間的な刺激によって物理的・化学的性
質を変化するため，細胞培養などに応用するスマートバイオマテリアルとして期待できる。 
 一方，細胞が増殖や分化する際には周囲のマトリックス空間が足場として働くため，再生医療
で重要な細胞制御には最適な細胞周辺環境の構築が必要である。刺激応答性高分子を利用した
細胞制御で最も成功した研究例として，温度応答性表面を利用した細胞シートの開発が知られ
ている。これらの細胞制御では，主に高分子材料の親水性・疎水性などの化学的性質の変化を利
用している。しかし，細胞は周辺環境の化学的性質だけではなく，周辺媒質の物理的性質も認識
し，その挙動を変化させることが明らかになってきた（図 1）。そのため，最近では基材の表面
弾性率と細胞挙動との関係が検討され，メカノバイオロジーが学術的および実用的に新しい潮
流となっている。そこで，動的架橋
戦略に基づいて光や温度，生体分子
で物理的・化学的性質を調節できる
刺激応答性高分子を設計できれば，
その表面や内部で細胞培養すること
により時間的・空間的に細胞制御で
きる細胞環境（スマートニッチ）を
提供でき，革新的な時空間制御型細
胞培養システムの創出が可能になる
と期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，光や温度，生体分子などの外部刺激に応答して物理的・化学的性質を変化させる
新規な刺激応答性高分子を設計し，その材料表面（2D：2 次元培養）およびゲル内部（3D：3 次
元培養）で細胞培養することにより時空間的な細胞制御を試みる。また，従来のメカノバイオロ
ジー研究では弾性率 0.1 kPa～50 kPa 程度の柔らかいゲルが用いられてきたが，本研究では動的
架橋ゲルだけではなく，数十 MPa オーダーの動的架橋フィルムも利用する。そのため，0.1kPa～
数十 MPa までの幅広い弾性率の表面に対する細胞挙動を解明でき，細胞工学の基盤となる学術
的知見を得ることが可能となる。そこで，動的架橋戦略により，以下のような 3 種類の刺激応答
性高分子を設計し，外部刺激に応答した高分子材料の化学的性質および物理的性質の変化によ
って細胞の制御を試みた。 
(1) 光・温度応答性ゲルの設計と細胞制御 
(2) 光・生体分子応答性ゲルの設計と細胞制御 
(3) 光応答性フィルムの設計と細胞制御 
 
３．研究の方法 
 本研究では，動的架橋戦略に基づき，刺激に応答して物理的・化学的性質を変化させる 3 種類
の刺激応答性高分子（(1)光・温度応答性ゲル，(2)光・生体分子応答性ゲル，(3)光応答性フィル
ム）を設計し，その材料表面（2D 培養）やゲル内部（3D 培養）で細胞培養を行った。特に，医
療分野で利用されている親水性のポリエチレングリコール（PEG）と疎水性のポリジメチルシロ
キサン（PDMS）を高分子鎖とした刺激応答性高分子を合成した。これらの材料表面あるいはゲ
ル内部で細胞を培養し，その細胞挙動を調べることによって高分子科学によるメカノバイオロ
ジー分野の学術的発展を目指した。以下に各刺激応答性高分子の設計と研究方法をまとめる。 
(1) 光・温度応答性ゲルの設計と細胞制御 
 光二量化基としてクマリンを有するモノマーと PEG メタクリレートとの共重合により，下限
臨界溶液温度（LCST）を有する光二量化基導入 PEG 誘導体を合成した。次に，粘弾性測定によ
り，光照射時間などの条件がゾル－ゲル相転移挙動に及ぼす影響を調べ，弾性率の異なる光・温
度応答性 PEG ゲルを調製した。光二量基導入 PEG 誘導体の共重合組成と LCST との関係を調
べ，細胞制御に最適な LCST をもつ光・温度応答性 PEG 誘導体ゲルを設計した。また，フォト
マスクを通した光照射により，異なるパターン形状や表面弾性率を有する光・温度応答性 PEG
誘導体ゲルを調製した。この表面弾性率やパターン形状が細胞の接着挙動に及ぼす影響を検討
した。さらに，温度でゲル表面の親水性・疎水性を変化させ，その化学的性質の変化と細胞挙動

 
図 1 足場材料の性質と細胞挙動 
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との関係も調べた。 
(2) 光・生体分子応答性ゲルの設計と細胞制御 
 分子複合体形成部位としてビオチンと光二量化基のマレイミドを PEG 誘導体の両末端に導入
させ，光・生体分子応答性 PEG 誘導体を合成した。この PEG 誘導体と生体分子（アビジン）と
の複合体形成により四分岐構造を有する分子複合体を形成させた後，光照射でマレイミドの光
二量化によるゾル－ゲル相転移挙動を，粘弾性測定で調べた。さらに，動的架橋のアビジン－ビ
オチン複合体を解離させるビオチンを添加することにより，ゲル状態からゾル状態への変化も
検討した。また，この光・生体分子応答性 PEG 誘導体の水溶液に各種細胞を分散させ，光照射
により光・生体分子応答性ゲルに細胞を内包させて，3 次元環境下での細胞培養を試みた。 
(3) 光応答性フィルムの設計と細胞制御 
 数十 MPa オーダーの弾性率をもつフィルム表面での細胞挙動を調べるため，光二量化基のシ
ンナモイル基を有するモノマーと PDMS マクロモノマーとの共重合により，光二量化基導入
PDMS 誘導体を合成した。フォトマスクを通して光二量化基導入 PDMS 誘導体フィルムに光照
射させることにより，様々な弾性率パターンの表面を形成させた。接触角測定や X 線光電子分
光法により，光照射前後のフィルム表面の化学的性質を，原子間力顕微鏡を用いた表面弾性率測
定により物理的性質を詳細に調べた。光照射時間を変化させて表面弾性率の異なる PDMS フィ
ルムを調製し，その表面での細胞の接着挙動を検討した。また，フォトマスクを通した光照射で
様々な弾性率パターンを形成させ，その弾性率やパターン構造が細胞挙動に及ぼす影響も調べ
た。さらに，間葉系幹細胞(MSC)の分化誘導に最適な物理的・化学的性質をもつ材料設計を目指
して，光応答性フィルム表面での MSC の骨芽細胞への分化も試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 光・温度応答性ゲルの設計と細胞制御 
 光二量化基のクマリンを有するモノマーと PEG メタクリレートとの共重合により，下限臨界
溶液温度（LCST）を有する光二量化基導入 PEG 誘導体の合成に成功した。得られた光二量化基
導入 PEG 誘導体の LCST は共重
合組成によって変化させること
が可能であった。また，粘弾性測
定により，光照射により光二量化
基導入 PEG 誘導体の水溶液がゾ
ル－ゲル相転移することを明ら
かにした（図 2）。光照射時間を変
化させて光・温度応答性 PEG 誘導
体ゲルを調製した結果，光照射時
間の増加に伴ってゲルの弾性率
も増加した。また，様々な温度で
接触角測定を行い，ある特定の温
度で光・温度応答性 PEG 誘導体ゲ
ルが親水性から疎水性へと変化
することが明らかとなった。さら
に，光照射時間を変化させて様々な弾性率
を有する光・温度応答性 PEG 誘導体ゲル
を調製し，その表面で細胞培養した結果，
弾性率によって細胞の接着挙動が異なる
ことを明らかにした（図 3）。また，フィル
ムを作製した後に光二量化を行い，より高
い弾性率を有する光・温度応答性 PEG フ
ィルムも調製した。光照射や温度によっ
て，これらの光・温度応答性 PEG ゲルおよ
びフィルムの弾性率と親水性・疎水性を制
御することに成功した。様々な弾性率や親
水性・疎水性を有するゲルやフィルムの表
面で細胞培養した結果，弾性率の高い表面
の方が細胞は伸展し，疎水性表面の方がよ
り多くの細胞が接着することが明らかと
なった。 
(2) 光・生体分子応答性ゲルの設計と細胞制御 
 まず，光二量化基としてマレイミド基を有する PEG 誘導体にビオチンを導入することにより，
光二量化基・ビオチン含有 PEG 誘導体を合成した。このポリマーの水溶液にアビジンを添加す
ることにより四分岐構造の分子複合体を形成させた後に光照射すると，水溶液がゾル状態から
ゲル状態へと相転移することを見出した（図 4）。この光・生体分子応答性 PEG 誘導体ゲルに，
ビオチンを添加すると，逆にゲル状態からゾル状態へと相転移することも明らかになった。さら
に，光・生体分子応答性 PEG 誘導体とアビジンとの分子複合体の水溶液に細胞を分散させた後

 
図 2 光・温度応答性高分子の光に応答したゾル－ゲル相
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図 3 光照射時間によって表面弾性率を変化させ

た光・温度応答性ゲル表面での細胞接着挙動 

(a) UV irrad. time = 30 min
G’ = 0.4 kPa

(b) UV irrad. time = 60 min
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に光照射することに
より，ゲル内部に細
胞を内包させること
に成功した。この光・
生体分子応答性 PEG
誘導体ゲル内部では
細胞の増殖は抑制さ
れたが，ビオチンの
添加によってゲル状
態からゾル状態へと
変化させると，再び
細胞は増殖した。したがって，光・生体分子応答性ゲルは細胞の増殖を制御できるスマートバイ
オマテリアルとして期待できる。 
(3) 光応答性フィルムの設計と細胞制御 
 数十 MPa オーダーの弾性率をもつフィルム表面での細胞挙動を調べるため，光二量化基のシ
ンナモイル基を有するモノマーとポリジメチルシロキサン(PDMS)マクロモノマーとの共重合に
より，光二量化基導入 PDMS 誘導体を合成し，キャスト法によって光二量化基導入 PDMS 誘導
体フィルムを調製した。フォトマスクを通して光二量化基導入 PDMS 誘導体フィルムに UV 光
を照射すると，フォトマスクに応じた表面凹凸パターンと弾性率パターンが形成された（図 5）。
次に，光照射によるフィルム表面の化学的性質を接触角測定や X 線光電子分光法により評価し
た結果，光照射前後でフィルム表面の化学組成や接触角の値は変化しなかった。一方，原子間力
顕微鏡によりフィルムの表面弾性率を調べた結果，光未照射部に比較して光照射部の方が表面
弾性率は高い値を示した。した
がって，光照射による表面凹凸
パターンの形成は，光照射部の
シンナモイル基の光二量化に
より架橋構造が形成され，自由
体積が減少するためと考えら
れた。さらに，このパターン化
フィルム表面上で細胞培養す
ると，明確な細胞パターンが形
成されることを見出した（図
6）。このとき，細胞は光照射部
位よりも光未照射部位に優先
的に接着し，表面の物理的性質
が影響していると推察された。
さらに，このパターン化フィル
ム表面上で間葉系幹細胞を培
養し，骨分化などへ分化誘導に
成功した。したがって，表面弾
性率を変化できる光二量化基
導入 PDMS フィルムは，細胞
培養基材としての応用が期待
できる。 

 
図 5 光応答性高分子フィルムの光応答挙動と表面パターニン
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図6 表面弾性率パターンを形成させた光応答性高分子フィルム
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図 4 光・生体分子応答性高分子のゾル－ゲル相転移挙動 
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