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研究成果の概要（和文）：再生医工学において、材料への細胞接着を制御することは必須である。本研究ではナ
ノレベルで構造が制御されたナノ相分離構造を作製し、このパターンの違いにより、異なるタンパク質の吸着状
態を作り、その上での細胞接着挙動の解明を目的とした。親水性部位と疎水性部位を有する両親媒性ブロックコ
ポリマーを合成し、ナノレベルで構造が制御されたパターン表面を作製することが可能となった。親・疎水性の
相が反転したナノ相分離構造界面で、細胞接着を誘導するタンパク質は、疎水性ドット状ドメインサイズに依存
して凝集体を形成し吸着した。タンパク質の凝集体構造と、分布状態により細胞接着が制御されることが明らか
となった。

研究成果の概要（英文）：In order to create suitable biocompatible materials for various tissue 
engineering applications, it is important to be able to understand protein adsorption and cell 
adhesion behaviours on the material surfaces. It is known that the nanoscale distribution of 
adhesive ligands affects cell adhesion behaviours. However, how nanoscale distribution of adsorbed 
proteins affect cell adhesion behaviours is still unclear. Therefore, in this study, we investigate 
the effect of the distribution of adsorbed proteins by the phase reversal of amphiphilic block 
copolymers composed of protein-adsorptive and non-adsorptive on cell adhesion behaviors. The 
difference of cell adhesion behaviours between opposite nano phase structures may be caused by the 
distributions of adsorbed proteins. It was concluded that in addition to the density of adsorbed 
proteins, the distribution also greatly affects cell adhesion.

研究分野： 界面工学
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１. 研究開始当初の背景 
	 体の組織や臓器は、細胞が周囲の細胞

と接着分子やタンパク質を介して接着

することで形成されている。細胞接着に

は、細胞-細胞間接着と、細胞-細胞外基
質（ECM）接着とがある。細胞-細胞間
接着は、アドヘレンスジャンクション

（AJ）、タイトジャンクション(TJ)と呼ば
れる２種類があり、AJ では、カドヘリ
ンやネクチンが、TJではクローディンが
接着分子タンパク質として知られてい

る。また ECM に含まれる接着分子のフ
ァイブロネクチンは、細胞膜インテグリ

ンと結合している。それぞれの接合の発

現異常や分解などが、接着異常をもたら

し、がんなど多くの疾患の原因となるこ

とが知られている。よって、細胞間、細

胞−ECM間の接着を知ることが現在の生
物学・医学上の重要な課題の一つである。

特に、再生医療、組織工学の分野におい

て、細胞の組織や臓器の形成には、この

接着を制御できなければ組織構築がで

きない。生体外での人工臓器の構築は、

細胞-ECM 間の接着の制御が重要となる
が、現在の ECM 構築は、コラーゲンや
エラスチンなどの繊維成分と、プロテオ

グリカン、グルコサミノグリカンなどの

非繊維成分と、ファイブロネクチン、ラ

ミニン、ビトロネクチンなどの接着分子

やタンパク質を単に混合し、細胞が接着

すればよい、という判断での使用がほと

んどで、タンパク質の構造や性質を理解

して利用しているとは言えない。このよ

うな中、最近、接着タンパク質を制御し

て細胞接着を議論する研究例がではじ

めている[1, 2]。申請者らの研究において、
接着分子タンパク質の凝集状態をナノ

スケールで変えるだけで、細胞の接着・

非接着という細胞接着挙動が変化する

ことが見出された[2]。また、再生医療分
野だけなく、アルツハイマー病の原因タ

ンパク質であるアミロイドβが、線維状

の凝集体ではあまり細胞毒性が強くな

いのに対して、10nm 程度の球状ナノ構
造を形成すると著しく毒性が強くなる

ことが報告されている。さらにこのアミ

ロイドβの凝集状態が、硫酸化糖のクラ

スター状態により変わることが報告さ

れている。つまり、細胞毒性の発現にタ

ンパク質の凝集状態が関わっているこ

とが見出されている。 
 
２. 研究の目的 
	 これらの背景より、本研究では、細胞

接着に関わるタンパク質のナノスケー

ルでの集合体構造と機能を制御するバ

イオマテリアル界面を創製し、細胞接着に及

ぼす影響、さらに細胞の機能との相間を解明

することを目的とした。 
 
３. 研究の方法 
	 親疎水性ブロックコポリマーのナノ相分

離構造表面、ブロックポリマーブラシを用い

てナノ構造を作り、種々のタンパク質を、ナ

ノメートルスケールで分布、集合状態、配向、

機能を制御する手法を確立する。タンパク質

の分布、集合状態、さらには配向や機能の違

いが、細胞の接着挙動、接着状態、細胞活性、

細胞周期、さらには増殖、分化にどのような

影響を与えるのかを系統的に評価する。細胞

の接着異常は、様々な疾患と関連することが

知られているため、タンパク質のナノスケー

ルの集合体構造と細胞接着との関係を知る

ことで、例えばがん化のメカニズムの解明に

つながると期待する。 
 
４.研究成果	 

【実験】  
 1) ポリマー合成	  
 親 水 性 部 位 に 2-methacryloyloxyethyl 
phosphorylcholine (PMPC)、疎水性部位に
poly(3-(methacryloyloxy)propyltris(trimethylsily
loxy)silane) (PMPTSSi)を、 ほぼ等しい組成比
(PMPC/PMPTSSi = 7/3)で有する両親媒性ブ
ロックコポリマーpoly(MPTSSi-block-MPC), 
poly(MPTSSi-block-MPC-block-MPTSSi) を そ
れぞれ可逆的付加開裂連鎖移動重合によっ

て合成した。また、組成比がほぼ同じランダ

ムコポリマーpoly(MPTSSi-random-MPC)をフ
リーラジカル重合により合成した。相分離構

造のサイズを変えるため鎖長の異なる

poly(MPTSSi-block-MPC-block-MPTSSi) を 4
種類作製した。 
以 下 、 poly(MPTSSi-block-MPC) を BP1 、
poly(MPTSSi-block-MPC-block-MPTSSi) の鎖
長の短いポリマーから順に BP2、 BP3、 BP4、 
BP5、poly(MPTSSi-random-MPC)をRPと表す。
ポリマーをキャストした TEM グリッドを

2 %四酸化オスミウム水溶液で染色した後、
相分離構造を TEMで観察した。 
  
2) QCMによるタンパク質吸着量測定 
	 BP1、 BP4のフィブロネクチン吸着量 (10 
µg/mL)を水晶振動子マイクロバランス 
(QCM-D)を用いて測定した。QCM-Dの Auセ
ンサーに 1-dodecanethiol で CH3-SAM を作製
し、その上にスピンコート (3000 rpm、 20 s)
によりポリマー膜を作製した。また、リファ

レンスとして PMPTSSiと RP、CH3-SAMにつ
いても同様に測定を行った。 
 
3) RGDモチーフ露出量の測定 



細 胞 は タ ン パ ク 質 中 に 存 在 す る

RGD(R：アルギニン、G：グリシン、D：
アスパラギン酸)モチーフを認識・結合す
ることで接着する。フィブロネクチンは

その分子内に RGD モチーフを有してい
るが、非吸着状態では RGD モチーフは
内部に存在し細胞に認識されず、材料表

面に吸着し構造変化を起こすことで

RGD モチーフが表面に露出し、細胞が
認識すると考えられている[3]。そこで
enzyme-linked immuno-sorbent assay 
(ELISA)により各基板上の RGD 露出量
を測定した。 
 
4) 細胞接着挙動観察 
  ガラス基板に Au をスパッタし
CH3-SAM を 1-dodecanethiol を用いて作
製した。そして各ポリマーをスピンコー

トした基板を PBS に一晩浸漬させた後、
あらかじめフィブロネクチン(10 µg/mL)
を吸着させた(37 °C、 1 h)。L929マウス
線維芽細胞 (3.0 × 104 cells/mL)を無血清
培地,または血清培地(D-MEM)で播種し、
播種後 1、 2、 3 hと 1 dayの接着形態
を観察した。	 	 

 
【結果および考察】  

1) TEMによる相分離構造観察 
	 TEM像を Fig. 1に示す。黒い部分が疎
水性の PMPTSSi 部位、白い部分が親水
性の PMPC部位である。BP1では親水性
部位がドット状ドメインを形成してい

たが、BP2、 BP3、 BP4、 BP5 では逆
に疎水性部位がドット状ドメインを形

成していた。また、BP2、 BP3、 BP4、 
BP5では、疎水性ドット状ドメインのサ
イズが 10、 19、 27、 52 nm と大きく
なり、これは鎖長が長くなったことによ

る変化だと考えられる[4]。 
 

2) QCMによるタンパク質吸着量測定結
果 
  フィブロネクチン吸着による各表面
での周波数変化を Fig. 2に示す。親水部
がマトリックスを形成している表面で

は、疎水部のサイズによってフィブロネ

クチン吸着が変化した。フィブロネクチ

ン分子は 15.5 × 8.8 nm であることから、
疎水性部位のサイズが 20 nm以下の場合
はフィブロネクチン分子に比べて小さ

いため吸着せず、ドット状ドメインのサ

イズが 25 nm以上の場合では、フィブロ
ネクチン分子に比べて十分に大きかっ

たため吸着できたと考えられる。 
  ナノ構造体によるタンパク質吸着状
態の解析を行うため、以下の実験ではフ

ィブロネクチンが吸着する BP4を用い、BP1
と比較を行った。BP1と BP4表面へのフィブ
ロネクチン吸着による Δfを比較したところ、
有意な差は見られなかったため、フィブロネ

クチン総吸着量はほぼ等しいことがわかっ

た。ここで、フィブロネクチンは疎水性部位

TEM 像から算出した疎水性部位の面積比率

から、フィブロネクチンの吸着密度を見積も

ったところ、BP1 と比較すると、BP4 では
より高密度にフィブロネクチンが吸着して

いることがわかった。 
 
3) RGDモチーフ露出量の測定結果 
  ELISA により測定した吸光度と QCM よ

り測定した周波数変化の関係を、タンパク質

 

 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. The amount of adsorbed fibronectins 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.  TEM images of BP1, BP2, BP3, BP4, 
and BP5. Black areas represent hydrophobic 
components and white areas represent 
hydrophilic components. D represents the 
diameter of the dot-like domains and C 
represents the center-to-center distance 
between the dot-like domains. 
 



あたりの RGDモチーフ露出量とした。
吸光度は RP の値を 0、CH3-SAM の値
を 1 として規格化した。BP1、 BP4、 
PMPTSSi の表面で RGD モチーフの露
出度に有意差はなかった。しかし、TEM
像から算出した疎水性部位の面積比か

ら、RGDモチーフの密度は BP4、 BP1、 
PMPTSSiの順に高いことがわかった。
また、RGD モチーフの露出量を QCM
により測定したフィブロネクチン吸着

量で割ることにより、一分子当たりの構

造変化度を算出した。BP1、 BP4 に比
べPMPTSSiでは構造変化が小さい傾向
にあり、ナノ相分離構造によってフィブ

ロネクチンの構造変化がより誘起され

たことがわかった。 
 

4) 細胞接着挙動 
	 播種 1~2時間後から BP1、 BP4で細
胞の接着形態に違いが観察された。BP1
では異方性な伸展が見られたが、BP2
では等方的に接着していた。各タイムポ

イントでの真円度を算出したところ、播

種 1~3 時間の初期接着において、BP1
は TCPS と同様の傾向、 BP4 は

PMPTSSiと CH3-SAMと同様の傾向を
示した。以上の結果より BP4 ではイン
テグリンの凝集が阻害され、強い焦点接

着が形成できなかったと考えられる。

BP4 ではタンパク質非吸着エリアであ
る PMPC 相が、疎水性ドット状ドメイ
ンの間に存在していることが要因で、イ

ンテグリンの凝集が遅れていたと考え

られる。一方、BP1ではナノ構造が存在
することによりフィブロネクチンの構

造変化が誘起され、PMPTSSiに比べて
露出した RGDモチーフ密度が高かった
ため、伸展が早かったと考えられる。 
	 この現象を、親疎水パターンが相反転

したナノ相分離構造上で、タンパク質吸

着量と密度が同程度に制御された表面

で、タンパク質疎水性部位がマトリック

スを形成している表面では細胞は接着

したが、逆パターンの表面では細胞は接

着しなかった(Fig.3) [4]結果に基づいて
考察した。ナノ相分離構造のパターンは、

吸着タンパク質間の距離と、吸着タンパ

ク質の構造を変化させる因子となり、タ

ンパク質間の距離遠く、さらに吸着タン

パク質の構造変性が少ない表面では細

胞接着が抑制されると考察した。 
 

 
【結論】  
	 ナノ相分離構造のパターンの違いに

よってタンパク質の吸着状態の違いを

より詳細に解析し、それによる細胞接着挙動

の違いを観察した。親水性部位である PMPC
と疎水性部位である PMPTSSiを有する両親
媒性ブロックコポリマーを合成し、このポリ

マー可溶化溶媒を変えることで、相が反転し

たナノ相分離構造表面の作製が可能であっ

た[5]。 
	 細胞接着を誘導するタンパク質、フィブロ

ネクチンは、疎水性ドット状ドメインのサイ

ズにより吸着が制御された。また、RGDモ
チーフの露出量はナノ構造体のサイズに依

存することがわかった。細胞接着は吸着した

タンパク質の構造、つまり RGDモチーフ露
出量と、ナノレベルでのタンパク質分布状態

に強く依存することが明らかとなった。  
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