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研究成果の概要（和文）：スルホベタインおよびホスホベタインタイプのメタクリル酸系双性イオン高分子ブラ
シを市販のポリスチレンシャーレ表面に合成し、超親水性の細胞非接着表面を構築した。その表面で進行するプ
ラズマ誘起反応をESRおよびXPSにより解析した結果、プラズマ照射によるメタクリル酸系高分子の脱エステル化
反応とそれに伴う主鎖切断反応の進行が示唆された。その知見を基に、細胞非接着性高分子ブラシ表面への所定
の細孔径を有するマスクシートを介したプラズマ表面処理を実施し、選択的に細胞が集合する領域をアレイ状に
配列することで、サイズが制御されたスフェロイド様の細胞塊が培養可能な機能性細胞培養基板表面を構築し
た。

研究成果の概要（英文）：Highly hydrophilic and non-cell adhesive polymer brush layer was fabricated 
on a commercial polystyrene dish by surface-initiated atom transfer radical polymerization of 
sulfobetaine- and phosphobetaine-type zwitterionic methacrylic monomers. Plasma surface treatment 
was effective to change surface properties of the polymer brushes as the results of plasma-induced 
reactions. ESR analysis suggested that tertiary end-chain radicals generated by polymer main-chain 
scission were mainly observed in polymer brushes by plasma-irradiation. In addition, XPS analysis 
indicated that plasma-irradiation caused rapid de-esterification of methacrylic polymer brushes. By 
patterning plasma-exposed area on non-cell adhesive zwitterionic methacrylic polymer brushes using a
 masking sheet, the specific areas which promote the formation of size-controlled spheroid-like cell
 aggregates were successfully prepared.

研究分野： 薬品物理化学、高分子化学
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  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）細胞培養材料の開発 
培養細胞を利用した実験システムが創薬や

環境評価の分野において欠かせないものにな
っている。また、近年、再生医療に大きな期
待が寄せられており、多分化能を有する幹細
胞に関連する研究が大変注目されている。こ
のような背景から、効率的に細胞が培養でき、
そして、培養細胞を有効に利用するためのよ
り機能的な培養器材の開発も重要な研究課題
の一つとなっている。 
一般的な細胞培養法は、細胞培養器材表面

において、細胞を単層に並べる方法である。
その目的で使用される培養器材は、表面親水
性処理したポリスチレンやその表面をポリリ
シン等でコーティングしたものである。単層
培養法は、その簡便さや培養細胞の評価のし
やすさから、一般的な細胞培養法として生命
科学の発展に大きな貢献をしてきた。一方、
細胞は、生体の組織や器官において、細胞同
士が３次元的に相互作用して機能している。
その結果、近年、細胞の種類によっては、生
体から取り出し2 次元での単層培養に移すと
生体内環境との違いのために、しばしば、生
体内で認められる機能を発現していないこと
が分かってきた。そのような細胞種の場合、
細胞が凝集塊を形成する3 次元での培養によ
り、ex vivo においても生体により近い微小環
境が再現できていると考えられている。実際、
生体で認められる機能の発現とその長期間維
持に有利である。 
そこで細胞塊の大きさを制御しつつ、３次

元での細胞培養を可能にする培養材料の開発
は、再生医療などの培養細胞利用技術の発展
に重要であると考えられる。 
（２）高分子ブラシを利用した表面修飾 
 材料表面に高密度で高分子鎖層を導入し
た高分子ブラシは、数十 nm 程度もしくはそ
れ未満の超薄膜でも材料表面の物性を劇的
に変化させることから、その合成法は各種材
料の優れた表面改質法として注目されてい
る。その表面物性は、ブラシを構成する高分
子の構造だけでなく、高密度の高分子鎖層に
起因する排除体積効果にも起因することが
知られている。特に、各種親水性高分子のブ
ラシは、材料表面へのタンパク質など生体由
来成分の吸着を強く抑制することから、生体
成分と接触するバイオマテリアルの表面改
質への応用が積極的に検討されている。 
 高分子ブラシの合成法はいくつかあるが、
精密重合法を用い、材料表面から重合速度を
制御しつつ、高分子鎖を伸長させる方法がも
っとも効果的である。我々は、これまでに、
細胞培養器材として最も一般的なポリスチ
レンシャーレの表面から精密ラジカル重合
法である原子移動ラジカル重合（ATRP）を用
いたポリアクリル酸の高分子ブラシの合成
について報告している（引用文献①）。得ら
れた高分子ブラシは吸水によりハイドロゲ
ル薄膜層を形成し、細胞の接着を強く抑制し

た。 
（３）プラズマ表面処理 
 弱電理気体であるプラズマに曝された高
分子表面では、化学結合の切断に伴い、ラジ
カルが生成する。また、その生成ラジカルの
反応によって、酸素含有官能基が導入された
り、架橋反応が進行したりするため、プラズ
マ表面処理は、高分子材料表面の物性改質に
よく用いられている。プラズマ表面処理の効
果は、プラズマに曝された表面のみで得られ
るので、フォトマスクを介したプラズマ処理
では、マスクのデザインを反映したパターニ
ング表面が得られる。 
 以上の背景より、高分子ブラシ表面にプラ
ズマ表面処理のパターニングを施すことで、
細胞非接着性ハイドロゲル薄膜層のパター
ニングを行うことができ、材料表面での細胞
集合部位を制御し、アレイ状に細胞塊を配列、
培養可能な表面の調製が可能と考え、本研究
を企図した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ポリスチレン基板表面の

機能化によるサイズが制御された3次元細胞
凝集体の培養を可能にする機能性細胞培養
器材の開発である。その達成のために、ポリ
スチレン基板表面での細胞非接着性を有す
る高分子ブラシからなるハイドロゲル薄膜
の合成、および、その表面のプラズマ処理加
工により、アレイ状に細胞が受動的に集合し、
３次元で培養可能なパターニングについて
検討を行う。 

 
３．研究の方法 
 高分子ブラシは、ポリスチレン基板、シリ
コン基板、および、シリカ粒子表面から双性
イオン構造を有するビニルモノマー [2- 
(methacryloyloxy)ethyl]dimethyl-(3-sulfopropyl) 
ammonium hydroxide)（MEDSAH）、および
2-methacryloyloxyethy phosphorylcholine 
（MPC）の ATRP により合成した。シリコン
基板表面での高分子ブラシの膜厚は光干渉
膜厚計により測定した。 
プラズマ表面処理は、放電ガスにアルゴン

ガスを用い、13.56 MHz の高周波電源装置を
用いた誘導結合方式により実施した。プラズ
マ表面処理による高分子ブラシの構造変化
は、X 線光電子分光法（XPS）により評価し、
親水性の変化は水接触角測定により評価し
た。その他、ウシ血清由来のタンパク質吸着
特性の評価、および、HepG2 を用いた細胞培
養試験を実施した。 
  
４．研究成果 
（１）双性イオン高分子ブラシの合成 
 基板として用いた各材料表面を既報の方法
に従い、ATRP 開始剤で修飾後、MEDSAH お
よび MPC の ATRP を実施し、polyMEDSAH
（PMEDSAH）および polyMPC（PMPC）の
高分子ブラシを合成した。得られた表面の



XPS 分析により、各高分子ブラシ層が構築さ
れていることを定性的に確認した。5 時間の
ATRP により、シリコン基板上に形成された
高分子ブラシの厚さは、PMEDSAH が 86.5 ± 
1.7 nm、PMPC については、67.4 ± 5.6 nm で
あった。また、水接触角は、ATRP 開始剤で
修飾したシリコン基板が 64.3 ± 0.4 °であった
のに対し、PMEDSAH および PMPC ブラシで
修飾後は、それぞれ、9.6 ± 0.4 °、および、11.1 
± 0.6 °まで低下した。このような 10 °程度の
低い水接触角は、測定時、滴下した水滴が速
やかに表面で薄く広がる状態であり、両高分
子ブラシ表面が超親水性であることを示し
ている。 
（２）高分子ブラシのプラズマ反応特性 
 高分子ブラシのプラズマ表面処理により
進行する反応の化学的知見を得る目的で、各
高分子ブラシを合成したシリカ粒子表面へ
のアルゴンプラズマ照射を実施し、その電子
スピン共鳴スペクトル（ESR）測定により、
観測されるラジカルの構造およびラジカル
の生成挙動、また、プラズマ照射後の残存高
分子量を熱重量分析（TGA）により評価し、
高分子の分解挙動を評価した。（図１）なお、
ここでは、比較の目的で ESR によるプラズマ
誘起ラジカルの詳細な構造解析が報告され
て い る poly(2-hydroxyethyl methacrylate)
（PHEMA）の高分子ブラシにいても同様に
評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ シリカ粒子表面の高分子ブラシのプ
ラズマ反応特性：（A）60 秒間アルゴンプラズ
マ照射高分子ブラシの ESR スペクトル、（B）
プラズマ照射時間による観測ラジカル量の
経時変化、（C）プラズマ照射時間による高分
子ブラシ重量の経時変化 
 
 図１A に示すように、PMEDSAH と PMPC
ブラシへのプラズマ照射で観測された ESR
スペクトルは見かけ上異なるが、PHEMA と
同様の特徴を有するスペクトル外形であっ
た。したがって、両高分子へのプラズマ照射
により主に観測されるラジカルは、PHEMA
と同様、脱エステル化反応後、逐次的に進行
する主鎖切断反応により生成する３級炭素
ラジカルであることが示唆された。スペクト
ル外形の違いは、両高分子のエステル側鎖の

構造により、異なる表面反応を誘起している
可能性を示唆している。一方、図１B および
図１C より、プラズマ照射時間によるラジカ
ルの生成および高分子の分解は、PMEDSAH
と PMPC で同様の挙動を示した。 
 以上より、PMEDSAH と PMPC 高分子ブラ
シへのアルゴンプラズマ照射では、脱エステ
ル化反応とその後の主鎖切断反応の進行が
示唆された。なお、両高分子のプラズマ照射
に伴う脱エステル化反応の進行は XPS 分析
結果も支持するものであった。 
（３）プラズマ表面処理が高分子ブラシの細
胞接着性に与える影響 
 高分子ブラシ表面への細胞接着性を
HepG2細胞を用いて評価した。図２は、HepG2
細胞を播種後、24 時間経過してから、高分子
ブラシ修飾ポリスチレンシャーレ表面に接
着した細胞数を市販の細胞培養用ポリスチ
レンシャーレ（TCPS）表面に接着した細胞数
の相対値としてまとめたものである。また、
高分子ブラシにプラズマ照射したときの細
胞接着性におけるプラズマ照射時間の効果
も示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 各高分子ブラシへの細胞接着性にお
けるプラズマ表面処理の影響 
 
 図２に示す通り、PMEDSAH および PMPC
ブラシ表面における細胞の接着は検出され
なかった。比較の目的で同様に検討した
PHEMA 表面では、TCPS の約 65％の細胞接
着が認められたことを考えると、図２の結果
は、PMEDSAH および PMPC の分子構造に起
因するものと示唆される。PMEDSAH および
PMPC の双性イオン構造を有するエステル側
鎖はカチオンとアニオンが分子内塩を形成
し、高度に水和されるとともに、高密度ブラ
シの効果による排除体積効果でタンパク質
の吸着を強く抑制する。その結果、細胞接着
の足場となる血清成分のブラシ表面への吸
着が抑制され、細胞の接着を不可能にしてい
ると考えられる。一方、その表面にプラズマ
表面処理を実施すると 15 秒間以上のプラズ
マ照射により、PMPC ブラシでは TCPS と同
等まで細胞接着性が回復した。また、興味深
いことに、PMEDSAH ブラシ表面では、プラ
ズマ照射により TCPS より接着細胞数が増大
した。この結果については、プラズマ照射
PMEDSAH ブラシ表面が細胞接着、または、
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細胞増殖、あるいはその両方を促進している
可能性があり、その詳細は現在検討中である
が、前項で示唆された PMEDSAH と PMPC
のわずかなプラズマ反応特性の違いが影響
しているものと考えらえる。なお、この細胞
接着性の結果は、ウシ血清由来のタンパク質
の吸着性と良い相関を示した。 
（４）高分子ブラシのパターニングとその表
面での細胞培養実験 
 これまでの結果より、双性イオン高分子ブ
ラシ表面では、高度に水和されたハイドロゲ
ル薄膜層の形成とその排除体積効果により、
血清成分の吸着、細胞の接着が強く抑制され
ることを明らかにした。また、その表面への
プラズマ照射では、双性イオンエステル側鎖
の分解に伴い、細胞接着抑制効果を減少・消
失させることが可能であった。そこで、図３
A のように、高分子ブラシ表面に細孔を配列
させたマスクシートを介してプラズマ表面
処理を実施し、ポリスチレン細胞培養器材表
面に細胞接着領域と非接着領域のパターニ
ングを試みた。 
 図３B は、図３A に従い、PMEDSAH ブラ
シ表面に直径 200 µm のプラズマ照射領域を
パターニングした表面に HepG2 を播種し、5
日間培養後に撮影した写真を示している。細
胞はプラズマ照射領域にのみに集合し、直径
200 µm の３次元の細胞集合塊を形成した。5
日までの経過を観察したところ、播種した細
胞は、培養初期からプラズマ照射領域に選択
的に集合し、増殖も伴いながらスフェロイド
様の細胞集合塊を形成した。これは、非プラ
ズマ照射領域では、細胞培養環境下、高分子
ブラシが高度に水和し、膨潤するのに対し、
プラズマ照射領域では、高分子ブラシが側鎖
の分解により水和能が低下するため膨潤度
が大きく減少する結果、プラズマ暴露部位で
は、非プラズマ領域の膨潤した高分子ブラシ
層に囲まれた微小空間が形成され、播種した
細胞が受動的に集合した状態で培養される
ためと考えらえる。また、得られた細胞塊は、
2 週間以上、サイズを維持した状態で培養可
能であった。 
 
 
 
 
  
 
図３ （A) 高分子ブラシ表面におけるプラ
ズマ照射領域のパターニング、（B）HepG2 細
胞の 5日間培養後の写真 
 
 以上の結果より、本研究では、高分子ブラ
シのプラズマ反応特性を利用したアレイ状 3
次元細胞培養を可能する簡便な機能性細胞
培養表面の構築法を確立した。今後、培養し
た細胞の機能評価も行うことで、機能性細胞
培養器材としての適性を明らかにしていき
たい。 
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