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研究成果の概要（和文）： 

伸縮性基材の特性を利用した温度応答性細胞培養表面を新たに開発し、物理的な変化による

表面物性変化について評価を行った。その結果、伸展時にはより疎水性を示すとともに温度応

答性高分子の密度の減尐が確認され、細胞接着には影響はなかったが、ゆっくりとした細胞剥

離性を示した。これらの結果から、基材の伸展により固定化した温度応答性高分子の密度、膜

厚が制御されたものと推測した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
A method of mechanical-assisted control of the polymer thickness and density of 

temperature-responsive cell culture surfaces was developed by grafting PIPAAm onto PDMS 
surfaces.  Hydrophobicity of the PIPAAm-PDMS surfaces was readily controlled by 
stretching the surfaces.  Further investigation of PIPAAm-PDMS surfaces demonstrated 
that this hydrophobicity control is because the polymer thickness and density is altered 
by the stretching.   This result suggests that such control may attain producing cell 
adhesive surfaces appropriate for variety of target cells by stretching one PIPAAm-PDMS 
surfaces. 
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１．研究開始当初の背景 

市販のポリスチレン製組織培養皿表面を
温度応答性高分子で修飾した温度応答性培
養皿により得られた細胞シートは、角膜上皮

再生、食道組織再生をはじめとする新しい組
織、臓器再生技術として注目を集めている（M. 
Yamato et al, J. Prog. Polym. Sci., 2007, 
1123 など）。温度応答性培養表面は温度応答
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性高分子である PIPAAm を組織培養ポリスチ
レン（TCPS）表面に電子線照射によりナノオ
ーダーの超薄膜状で固定化することで得ら
れる。PIPAAmを単に基材表面に修飾しただけ
では、細胞が接着、剥離するような性質は得
られない。20nm程度の PIPAAm膜を TCPS表面
上に構築することではじめて細胞接着、剥離
が可能な温度応答性培養表面の構築が可能
となる。これは、TCPSの疎水性基材界面近傍
の PIPAAm 鎖が脱水和を受け、これが温度応
答性培養表面の最表面にある PIPAAm 鎖にも
影響を与えるためである（Y. Akiyama et al, 
Langmuir, 2004, 20, 5506）。したがって、
20nm よりも薄い膜厚では最表面の PIPAAm 鎖
の脱水和を促進し、結果的には強い疎水性を
示し、細胞は接着はするが剥離はしない。一
方、膜厚が 30nm 程度の場合、基材界面で発
生する脱水和は最表面層の PIPAAm には影響
を与えにくい。したがって、より水和した
PIPAAm鎖となり、非接着細胞表面となる。こ
のような PIPAAm の細胞接着、剥離に対する
膜厚依存性はガラス表面でも観察された。細
胞培養、細胞シート化に最適と思われる 20nm
程度の PIPAAm 層を有する温度応答性培養表
面でも、接着しにくい細胞、あるいは接着す
るが剥離しにくい細胞種が存在する。すなわ
ち、細胞種により接着、剥離のための適度な
PIPAAm鎖の水和（親水性）、脱水和（疎水性）
が異なることを示唆している。このような細
胞腫に対してはグラフト量を変化させたり、
疎水性モノマーと共重合させたりし、異なる
疎水性を有する温度応答性表面を開発し評
価を行ったが、すべての細胞種に対して有効
であるとは言い難い。このような背景から、
本研究提案者は、同一の温度応答性細胞培養
表面でも細胞種の違い、特性にあわせた細胞
培養表面を提供することができる温度応答
性培養表面の開発を着想した。具体的には、
ポリジメチルシロキサン（PDMS）のような柔
軟性のある基材表面上を超薄膜状の PIPAAm
で修飾を行い（PIPAAm-PDMS）、適度に伸張、
収縮させることで修飾した高分子鎖を物理
的に収縮させ、水和、脱水和を制御するとと
もに PIPAAm-PDMSの表面の疎水性、親水性を
制御し、細胞種に適する細胞接着表面および
剥離表面を提供することを目的とする。その
コンセプトを図２に示す。これまでにリビン
グラジカル重合法により PDMS 表面を直鎖状
の PIPAAm で修飾し、さらに細胞培養、細胞
のシート化に関する報告がなされている(D. 
Ma et al, J. Colloid. Interf. Sci., 2009, 
85)。しかしながら、PDMSの伸縮による PIPAAm
鎖の脱水和、水和の制御の着想には至ってい
ない。一方で、同様な手法で PDMS 表面にポ
リアクリルアミド（PAAm）を導入し、PDMSを
伸縮することで PAAm の密度が変化すること
が 報 告 さ れ て い る （ T. Wu et al, 

Macromolecules, 2001,684）が、表面物性に
関する実験、議論についてはなされていない。 
 

２．研究の目的 
 生体を構成する細胞種の特性にあわせ機
械的な刺激により最適な培養表面を提供し、
温度変化により細胞のシート化ができる温
度応答性細胞培養表面を開発する。開発アプ
ローチとして、ポリ（N-イソプロピルアクリ
ルアミド）(PIPAAm)鎖が温度変化によって水
和、脱水和をともないながら高分子鎖を伸縮
する特徴に着目した。温度応答性高分子鎖を
物理的な力で伸張させることで高分子鎖の
水和、脱水和の程度を制御し、細胞種の特性
にあった疎水性、親水性を１つの温度応答性
細胞培養表面で提供できる、新しい温度応答
性培養表面を構築ができるのではないかと
考えた（Fig. 1）。このような表面を開発す
ることで、従来の温度応答性培養培養表面で
細胞シート化が困難であった、細胞種の細胞
シート化を目指す。 
 
３．研究の方法 
市販の PDMS（ストレックス社製）を 2cm角に
切断し、既報の手法（JA.  Vickers et al., 
Anal. Chem.  2006, 78, 7446-7452）にした
がい未反応の PDMS成分を除去した。その後、
酸素プラズマ処理を行った後（Pla-PDMS）、
ただちに 3-アミノプロピルトリメトキシシ
ラン（APTMS）（1.0 vol%）水溶液に入れ反応
を行い（70 oC, 30 min）、PDMS表面にアミノ
基を導入した（APTMS-PDMS）。反応後、水で
十分に洗浄を行い、窒素ガスを吹き付けるこ
とで表面上の水滴を除去した。その後、アミ
ノ基を 2-プロパノール溶媒に溶解させた
IPAAm溶液（10wt%～60wt%）を滴下、塗布し
電子線重合法により PIPAAmを PDMS表面に固
定化した。得られたサンプルは FT-IR/ATR、
XPS、接触角、細胞接着および剥離性の評価
を行った。 
 

 
Fig.  1.  Schematic drawing of 

controlling PIPAAm thickness and density 

on PDMS surfaces by using mechanical 

stretch and retraction. 

 



 

 

 
 
４．研究成果 

Fig.  2 に種々の仕込みモノマー条件で作

製した PIPAAm 固定化 PDMS 表面（50IP-PDMS

は 50 wt%の IPAAm モノマーの仕込み条件で

作製した PIPAAm-PDMS を示す）の FT-IR/ATR

のスペクトルを示した。電子線照射重合後、

1650 cm-1付近に PIPAAm のカルボニル基由来

の吸収ピークが仕込みモノマー濃度の増加

とともに増大した。また、XPS の表面分析の

結果からも同様に、N 原子の割合が増加した

ことから、電子線照射重合により PIPAAm が

PDMS表面に固定化され、 

 

Fig.  2. FT-IR / ATR spectra of PIPAAm 

modified PDMS 

 

その固定化量は仕込みモノマー濃度の増加

により増加することが示唆された。PIPAAm固

定化の際、アミノ基を導入していない PDMS

表面を利用した場合、導入した場合と比較し

て、FT-IR / ATR のカルボニルの吸収ピーク

が極めて小さいことから、PDMS表面に PIPAAm

を固定化するには、アミノ基などの官能基が

必要であることも示唆された。1650 cm-1およ

び 1019 cm-1のピーク比より、50, 30, 10 wt%

の仕込み IPAAmモノマー濃度で作製したサン

プルの PIPAAm 固定化量はそれぞれ、9.0 ± 
2であっ

た。各サンプルの PIPAAm固定化量をもとに、

9.0PI-PDMS, 4.9PI-PDMS, 1.1PI-PDMSと表記

した（Table 1）。 

各サンプルの接触各を Table 1 に示す。表

面接触角の結果から、仕込みモノマー濃度が

高いほど、より顕著な表面接触角の変化が確

認できた。これにより、固定化した PIPAAm

は温度変化により水和、脱水和することが示

唆された。また、伸展させた際に 9.0PI-PDMS, 

4.9PI-PDMS の接触角は伸展させていない時

の接触角の値よりも大きいことが確認され

た。この結果は伸展によりみかけの固定化密

度が減尐していることを示唆した。 

 

Table 1  Contact angles of PDMS, 

APTMS-PDMS and PIPAAm-PDMS 

 
 

Table 2  Cell attachment and detachment 

behavior from non-stretched and stretched 

PDMSs surfaces 

 
 

これらの結果をもとに、得られたサンプル

の細胞接着および剥離性について評価を行

った（Table 2）。比較として APTMS-PDMS、TCPS

を用いた。9.0PI-PDMS, 4.9PI-PDMS および 

1.1PI-PDMSにおいて、仕込みモノマー量が増

加するにしたがい、37 oCにおける細胞接着性

能は低下し、20 oCにおける細胞剥離性能は向

上する傾向を示した。APTMS-PDMSにおいても

細胞剥離挙動が観察されたが、PIPAAm固定化

PDMS 表面と比較すると剥離性能は極めて低

いものであった。これらの結果をもとに、細

胞接着性は TCPS には劣るが、細胞剥離性が

最も良かった 50IP-PDMS を用い、50IP-PDMS

を伸展させた場合の細胞接着性および剥離

性について評価、比較を行った。伸展実験用

に同等の PDMS 素材で作製した細胞培養用の

PDMSチャンバーを用い、50IP-PDMSと同等な

表面を作製した。専用の伸展デバイスを使用

し、非伸展（Non Stretched）時と比べ、x軸

方向に1.14倍の長さになるように50IP-PDMS

を伸展させた時（Stretched）の、それぞれ

の細胞接着性および剥離性を示した（Table 

2）。非伸展、伸展に関わらず、APTMS-PDMSの

細胞接着性および剥離性は同等であった。こ

れに対し、50IP-PDMS表面では、37 oCにおけ

る細胞接着性は同等であったが、伸展した

50IP-PDMS 表面からの細胞剥離性能は、非伸

 



 

 

展のそれよりも低かった。この違いは、固定

化した PIPAAm 層の膜厚および密度が基材の

PDMSの伸展により低下し、その結果、伸展し

た 50IP-PDMS表面が非伸展のそれよりも疎水

性となったため、細胞剥離性能に影響を与え

たものと推測した。 

これらの結果より、本研究提案で期待した 

ように、固定化高分子の密度が PDMS基材の

ような伸縮性を有する基材に固定化するこ

とで、高分子密度や膜厚を変化させることが

できるとともに、これにより接触角などのよ

うな表面物性を変化させるとともに、細胞剥

離性に影響を与えることを明らかにした。こ

のような伸縮性を有する基材を利用すれば、

細胞に適した濡れ性を示す表面を、伸縮性に

よる提供することができると期待できる。 
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