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1.研究実施の概要 

 21世紀は様々な局面で培養細胞を用いることが期待されている。本件研究ではナノメー

トルに代表されるナノの領域で培養細胞を制御し、従来にない高精度で細胞を活用する新

テクノロジーを開発することを目的としている。特に、細胞・組織に観察されるナノドメ

イン構造を制御して細胞をインテリジェント材料として活用するまったく新しい方法論の

確立を目的として、第3年度では、以下の研究をおこなった。１）ナノドメイン操作材料

の開発および２）新規組織再構成技術の開発については、微細加工技術を用いたパターン

化表面を用いるトップダウン的手法に注力した。昨年度に引き続き、電子線重合を用いた

ナノメートルオーダーの厚さでの高分子のグラフト技術を用いる系の他に、リビングラジ

カル重合を用いる系を、今年度、新規に開発した。表面の微細加工については、引き続き

UVエキシマレーザーを用いたレーザーアブレーションを用いる方法を洗練させると共に、

昨年度に開発した液晶プロジェクターを改造して作製したマスクレス光重合装置を用いた

マイクロ加工技術をさらに発展させた。これらを用いて、細胞・組織ナノドメインの再構

成技術の開発と、細胞機能評価をおこなった。３）ナノ量化学物質のセンシング材料およ

びデバイスの開発では、循環器系細胞、免疫系細胞、神経系細胞が調節物質として産生す

る一酸化窒素やATPなどの核酸分子をナノモラーオーダーでリアルタイムかつ高感度にオ

ンチップ検知することのできる「ナノ集積構造センサ材料（合成触媒）」の開発を昨年に

引き続きおこなった。また、半導体を利用した新規ナノセンサの開発としては、高速デバ

イスの一つであるHEMT構造に集中し、溶液中でのFET動作とゲート部分への検出分子の配

置について実験を進めた。エッチングによるゲート表面の親水化など、生体高分子計測の

ためのインタフェースの最適化を検討した。作製したデバイスの初期的な特性評価として、

プローブ顕微鏡を用いて埋め込みナノ構造への歪印加の影響を検討した。４）細胞インテ

リジェント化技術の開発では、ストレスや薬剤、環境変化等に応答して変化する遺伝子の

発現量を外部からリアルタイムで検出できる細胞株を樹立することを目指して、ストレス

に応答して発現する遺伝子であるHSP70Bのプロモーターにレポーター遺伝子を融合させ、

ストレスに応答して発光や蛍光を発する細胞を作製した。プロモーターの多重化などによ

り感度の向上を検討した。同様の手技を用いて細胞増殖、アポトーシス等に応答して発光、



あるいは蛍光を発する細胞を作製した。次年度以降の研究で、1）から4）の要素技術を統

合して、種々の因子が細胞に与える影響を簡便かつ経時的にモニターできるバイオセンサ

ーを創製する。 

 

2.研究実施内容 

１）ナノドメイン操作材料の開発および２）新規組織再構成技術の開発 

 我々は、電子線重合を用いてナノメートルのレベルで厚みを制御して様々な高分子を

大面積表面に固定化する技術を洗練するとともに、機能性高分子を固定化した高機能性

表面を用いたバイオメディカル領域にける種々のアプリケーションの開発に取り組んで

きた。たとえば、温度応答性高分

子を固定化した温度応答性培養皿

を用いて移植可能な細胞シートを

作製し、これを用いて組織再生を

おこなう技術（細胞シート工学）

を世界に先駆けて開発した。皮膚

や角膜などではすでに臨床応用に

成功している（この技術を絵柄の

デザインとした記念切手が作製さ

れた）。 

 本研究ではこれらの技術を、さ
らに発展させ、細胞や再構成組織

中に観察される細胞接着構造や細胞成長因子受容体等のシグナル分子のクラスタリング

などに代表されるナノ構造（細胞ナノドメイン）を積極的に制御することにより、生き

た細胞や再構成組織を有効に活用する新規バイオセンサー

の創成を目的として以下の研究をおこなった。 

 ナノドメイン操作材料としては昨年に引き続き、細胞接

着性ペプチドや細胞成長因子等の生理活性分子を分子配向

や分子間距離を制御しながら培養表面に固定化する技術の

開発をおこなった。 

 さらに、組織中でのみ観察される高度な細胞機能の発現

には、組織中で共存する複数種の細胞を培養系においても、

その位置関係や細胞数の比を精密に制御しながら、その共

存を再現する必要があるとの考えから、複数種の細胞を任

意の位置に配置させるマイクロパターン共培養用マイクロパターン化表面の開発をおこ

なった。また、昨年度にこの技術を用いて作製した肝実質細胞と血管内皮細胞のマイク

ロパターン化共培養系で、肝実質細胞の分化機能亢進の分子機構の検索を目的として、

分化マーカーの遺伝子発現プロファイルを検討している。 



 マイクロパターンの作製には金属製マスクを用いた電子線の多段階照射、あるいは電

子線重合により作製したナノグラフト表面をUVエキシマーレーザーを用いて局所的にア

ブレーションし、基板層を再露

出させる方法を用いてきたが、

今年度はこれに加えて、昨年度

に開発した液晶プロジェクター

を改造して作製したマスクレス

光重合装置を用いる新しい方法

を利用し、マイクロパターン作

製に用いる光反応性材料と作製

法、反応条件の最適化をおこな

い、デザインに制限なく種々の

マイクロパターンを作製するこ

とに成功した。 

 また、本計画の最終目的は、

個々の要素技術を一つの基板

（チップ）上にコンパクトに配

列し、ナノドメインを解した細

胞の機能制御・培養から細胞の

刺激応答の高感度検出までをオ

ンチップ上でおこなうデバイス

の開発にある。このデバイス化

に当たり、マイクロ流路内で実

現される層流を活用すべく、シ

リコーンエラストマーのポリジ

メチルシロキサン（PDMS）を用

いたマイクロモールドの利用を

想定している。これまで、試作

的に外注により作製した高価な

鋳型を用いてPDMS製マイクロモ

ールドを作製してきたが、マス

クレス光重合装置を用いて鋳型

を作製し、これを利用してPDMS

製マイクロモールドを作製する

新規技術を開発した。現在、

PDMS製マイクロモールド内で細

胞培養を安定におこない、細胞局所的に刺激を負荷する技術を開発中である。 



 加えて、機能性高分子グラフト層

の精度のさらなる向上を目的として

リビングラジカル重合（原子移動ラ

ジカル重合：ATRP）を用いる方法を

開発した。このATRPを用いて、これ

までにカラムクロマトグラフィーと

して実現してきた温度応答性クラマ

トグラフィーを、充填剤を用いない

中空流路表面で実現することに成功

した。すなわち、内径数十から数百

マイクロメートルのガラスキャピラ

リー内腔表面にATRPにより温度応答性高分子を数十ナノメートルの厚みでグラフトし、

温度応答性ガラスキャピラリーを作製し、これを用いてクロマトグラフィーをおこなっ

た。グラフト厚は、20ナノから80ナ

ノメートルまできわめて精度良く反

応時間依存的に表面リビング重合す

ることにより達成できた。またAFM

により求めた表面のラフネスは2ナ

ノメートル以下であり、従来のラジ

カル重合では達成できない平坦な高

密度高分子ブラシ表面を達成できた。

また、この温度応答性ガラスキャピ

ラリーを用いることにより有機溶媒

を必要とすることなく温度変化のみ

でステロイド類を分離することができた。キャピラリー温度クロマトシステムは、最終

形態である統合化チップデバイスに組み込むことを予定しており、これを用いてオンチ

ップ上でマイクロ流路内の微量成分を解析することを目指している。 

３）ナノ量化学物質のセンシ

ング材料およびデバイスの開

発 

 昨年度に引き続き、自己集

積構造形成によるナノ集積分

子構造を有するPIM触媒を用い

たナノ化学量物質のセンシン

グ技術の開発をおこなった。

この触媒は電子吸引性の強い

官能基を触媒中心周囲に三次



元的に自己集積した構造をと

り、他では見られない低い酸

化還元電位と高い反応活性を

実現でき。電極反応とのカッ

プリングにより、ATPなどの核

酸、NOなどを基質としてナノ

モラーオーダーの高感度のセ

ンシングが可能である。これ

までに、金属イオンを配位す

る高分子の合成を終了してい

るが、さらなる高感度、安定

性を実現するために、電極上

への固定化法、製膜技術の最適化をおこなっている。活性中心の分子構造についてはコ

ンピュータシミュレーションにより、自己配位集積に要求される条件などを検討した。

配位させる金属原子および組み合わせ

る分子選択膜の最適化により、高タン

パク質濃度である培養条件下でも細胞

機能測定に十分な基質特異性と高感度

を実現すべく、電極上へのアセンブル

法を検討中である。 

 半導体を用いたナノ計測デバイスに

ついては、まずゲートを修飾しない状

態でHEMT構造をバッファ溶液に浸漬し

た状態で電圧電流特性を調べた。ゲー

トに接する溶液が浮遊状態であるかぎり、特

性に変化は見られないが、溶液に電圧をかけ

た場合、およびゲート電極に電気化学反応を

起こす分子を配置した場合には、特性変化が

観察された。GaAs表面に化学反応が生じてい

る可能性もあり、ゲート電流との関係が重要

であることが示唆された。また、HEMT構造は

表面がGaAsであるが、その親水性を増して修

飾分子との結合を強化するために親水化処理

を検討した。アンモニアと過酸化水素水のごく薄いエッチャント（体積比 100:1）によ

り、接触角が85度から20度へと変化し、大きく親水化することが可能であった。エッチ

ャントの部分蒸発によって酸化物残留領域が生じていた。作製したデバイスの初期的な

特性評価として、プローブ顕微鏡を用いて埋め込みナノ構造への歪印加の影響を検討し、



歪の効果を明らかにした（左図：電子顕

微鏡像に現れたナノスケールの歪の影

響）。現在、ゲート表面における化学反

応を電流変化によって検出することを目

的として、溶液中HEMTの動作特性につい

てさらに実験を継続中である。ゲート表

面への化学修飾については酵素の固定化

を検討中である。 

4）細胞インテリジェント化技術の開発 

 細胞インテリジェント化技術の開発で

は、ストレスや薬剤、環境変化等に応答

して変化する遺伝子の発現量を外部から

リアルタイムで検出できる細胞株を樹立することを目指して、ストレスに応答して発現

する遺伝子であるHSP70Bのプロモーターにレポーター遺伝子を融合させ、ストレスに応

答して発光や蛍光を発する細胞を作成した。レポーター遺伝子としては昨年度来用いて

いるGFPの他にルシフェラーゼを採用した。ルシフェラーゼを用いた系では、カドミウ

ムの細胞毒性の検出において従来法より1桁以上高い感度を実現し、ナノグラムオーダ

ーの毒性検出が可能になった。さらにプロモーターの多重化などにより感度の向上を検

討中である。また、同様の手法を用いて細胞増殖、アポトーシス等に応答して発光、あ

るいは蛍光を発する細胞を作成した。細胞増殖、アポトーシスのマーカーとして、それ

ぞれPCNA、p53遺伝子のプロモーターを用いた。 

 次年度では以上の要素技術をさらに洗練させると共に、これらを相互に組み合わせて

デバイス化をおこなう。 

 



 

 



3.研究実施体制 

 

非侵襲的細胞応答検出技術の開発を担当 

女子医大グループ 
 
東京女子医科大学 先端生命医科学研究所 

細胞ナノドメイン操作材料を用いた新規組織 

再構成技術の開発を担当 

九工大グループ 
 
九州工業大学大学院 生命体工学研究科 

物質研グループ 
 
物質材料研究機構 細胞基盤グループ 

研究代表者 

岡野 光夫 

総括 

理研グループ 
 
理化学研究所 半導体工学研究室 

遺伝子組換えによる細胞のインテリジェント 

材料化技術の確立を担当 

半導体デバイスの設計と理論的解析および半

導体表面の細胞インターフェイス化を担当 
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