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「ナノ界面技術の基盤構築」 

 平成１９年度採択研究代表者 

 

 

由井 伸彦 

 

 

東京医科歯科大学 生体材料工学研究所・教授 

 

 

分子運動操作を基盤とした多次元的バイオ界面 

 

 

§１．研究実施の概要  

異なる分子運動性が期待される基盤表面の設計をほぼ終了し、これら表面での生体応答の基

礎となるタンパク質・細胞および組織レベルでの相互作用の解析手法を確立した。これをもとに、

動的表面における生体の非特異的応答を平成 22年度末までに明らかにした。 

由井Ｇでは、リガンド導入のためのアジド化ポリロタキサン、キャストによる表面ループ形成のため

のポリロタキサン・ブロック共重合体など、今後の基盤となる分子設計を完了した。また、アジド化ポ

リロタキサンをベースとしてリガンド導入ポリロタキサンのレセプタータンパク質との多価相互作用を

解析し、リガンド可動性の効果を熱力学的および分光学的に示した。石原Ｇでは、材料表面に対

するタンパク質の相互作用力測定および材料表面の水和状態の解析方法を確立した。また、生

体反応の初期過程であるタンパク質吸着から細胞接着に至るプロセス解明のため、水晶振動子

マイクロバランスを利用した連続解析法を提案した。これらの測定法を他の研究 G に提供し、ポリ

ロタキサン表面、両親媒性のブロック型ポリマー表面あるいは親水性ポリマーブラシ表面でのタン

パク質吸着挙動の解析に利用し、表面の運動性との関連性について議論を始めた。山岡Ｇでは、

動的界面に対する生体応答と組織再生現象を分子生物学的あるいは細胞生物学的手法により

検討するための評価指標軸として、血小板の粘着挙動、血小板膜タンパク質 GPIIb/IIIa の活性

化挙動、心筋分化を主体とした幹細胞分化挙動、慢性炎症反応のメルクマールとしての炎症性サ

イトカイン発現定量、in vivo遺伝子網羅解析、血管系・神経系を標的組織とした組織再生挙動を

選定し、その解析手法を確立した。生体との動的界面として、由井 G のポリロタキサン表面、石原

Gのリン脂質ポリマー表面、岸田Gのポリマーブラシ表面に加えて、PEG修飾ポリ乳酸スキャホー

ルド表面、および組織再生リガンドを導入したスキャホールド表面を独自に構築し評価を開始した。

岸田Ｇでは、各種表面と生体組織との接合を系統的に解析する手法を確立した。とくに、生体組

織としてのコラーゲンの高分子表面との化学的および物理的接合を定量的に評価する手法を確

立し、組織接合に必要な表面特性の分類に成功した。 
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以上、由井を中心としたチーム内４G の強力な連携により、表面分子運動性と各種生体応答と

の関係を明らかにするための基盤技術を確立できた。 

 

 

§２．研究実施体制 

（１）「由井」グループ 

① 研究分担グループ長：由井 伸彦 （東京医科歯科大学生体材料工学研究所、教授） 

② 研究項目 

・ポリロタキサン表面の設計 

・ON-OFF制御可能なポリロタキサン合成およびリガンド導入の検討 

・リン脂質極性基導入ポリロタキサンの合成と二次元化 

・動的表面での非特異的生体応答の解析 

 

（２）「石原」グループ 

① 研究分担グループ長：石原 一彦 （東京大学大学院工学系研究科、教授） 

② 研究項目 

・表面開始型リビングラジカル重合法による種々の特性を持つポリマーブラシ構造の作製 

・原子間力顕微鏡のフォースカーブ測定によるタンパク質吸着力解析 

・プロトン核磁気共鳴法による材料表面近傍の水分子の緩和時間測定 

・タンパク質吸着および細胞接着の水晶振動子マイクロバランスによる連続解析 

･水晶振動子マイクロバランスによる表面分子運動性の評価 

 

（３）「山岡」グループ 

① 研究分担グループ長：山岡 哲二 （国立循環器病研究センター研究所、部長） 

② 研究項目 

・ 血小板・幹細胞等機能性細胞の動的表面に対する非特異的・特異的応答の解析 

・ 動的表面に対する in vivo生体応答の網羅的解析 

・  生理活性界面上での細胞・組織の機能性制御 

 

（４）「岸田」グループ 

① 研究分担グループ長：岸田 晶夫 （東京医科歯科大学生体材料工学研究所、教授） 

② 研究項目 

・物理エネルギー付加による生体-生体及び生体－高分子材料間接着に及ぼす因子の検討 

・動的表面へのタンパク質相互作用の検討 

・生体組織構造を目指したコラーゲン組織体の作製と特性検討 



 3 

§３．研究実施内容 

(文中右肩の番号は（４－１）に対応する) 

 

由井グループ 

１． ポリロタキサンを一成分とするブロック共重合体の合成による動的表面の設計 

ポリロタキサンの CD 運動性制御を目指して、PEG と-CD とからなる新たなルーズフィット

型ポリロタキサン設計法を確立した 1)。また、それをもとに温度制御可能な超分子ネットワーク

形成を提案した 3)。更には、ポリロタキサン・ループ表面を種々の基板やデバイスへ簡便に適

用して次年度以降の動的

表面設計に用いるため、

PEG とメチル化-CD とか

らなるポリロタキサンと疎水

性高分子鎖からなるトリブロ

ック共重合体の設計を併行

して推進した。これは、親水

性化したポリロタキサン

（PRX）の両末端に疎水性

高分子鎖を導入し、疎水性

器材にキャストした際、水中で親水性のポリロタキサン成分が最表層に濃縮されてループを形

成することを期待している。具体的には、擬ポリロタキサン（包接錯体）の両末端から原子移動

ラジカル重合(ATRP)によりポリ（i-ブチルメタクリレート）(PiBMA)鎖を導入したもの（スキーム

１）を合成し、構造を解析した。ポリロタキサンと疎水性高分子鎖との比率や構造を任意に制

御して表面ループ形成を検討する上で有利な ATRP 法を用いた合成に特化して研究を推進

し、これまで検討してきた SAM 形成を利用したポリロタキサン・ループ表面 2)とほぼ同様な表

面特性（大きな接触角ヒステリシスと低フィブリノーゲン吸着性）を実現することに成功した。ま

た、石原 G と連携してこれら表面におけるエネルギー損失をキャスト前後での水中における

D/f値から見積もり、ブロック共重合体表面ではPEG鎖の方がPRX鎖よりもD/f値が大

きく、PEG 鎖の溶液中における柔軟性が裏付けられるとともにポリロタキサン鎖の超分子構造

的特徴が示された（後述図６参照） 

 

２． 動的表面における非特異的生体応答の解析 

上述の PRX ブロック共重合体表面における血漿タンパク質の非特異的応答を解析するた

め、これらを細胞培養用マイクロプレート（住友ベークライト社ポリエステル製）にキャストした表

面に吸着したフィブリノーゲンのコンフォーメーション変化を血小板膜タンパクGPIIb/IIIaとの

結合部位の表面露出に着目して解析した。具体的には、フィブリノーゲンα鎖中に含まれる２

つの RGD 連鎖およびγ鎖中のドデカペプチドが血小板膜タンパク質レセプターである
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Scheme 1. Polyrotaxane-poly(i-butylmethacrylate) triblock- 

copolymer. 
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GPIIb/IIIa と結合し

て血小板凝集を生

起することから、吸着

したフィブリノーゲン

中のα鎖とγ鎖の表

面露出の程度をそ

れぞれに特異的な

モノクローナル抗体

を用いた ELISA 解

析により見積もった。

PEGブロック共重合

体表面とPiBMA表面は同様なフィブリノーゲン吸着性ながら、PEGブロック共重合体表面に

おいてα鎖とγ鎖の表面露出が尐ない傾向を示した。また、フィブリノーゲン吸着性の最も低

かった PRX ブロック共重合体表面がα鎖とγ鎖の表面露出も最尐となっていた（図１）。更に

α鎖とγ鎖の表面露出を比較すると、γ鎖において表面間での差が有意であった。また、こ

れら表面での血小板活性化挙動を山岡Ｇと連携して検討したところ、PRX ブロック共重合体

表面で血小板の活性化が回避されていたことが明らかとなった（山岡グループの項を参照）。

この結果は、血小板粘着には吸着フィブリノーゲンのγ鎖露出がより深く関与しており、PRX

ブロック 表面がそのγ鎖露出を回避する特性を有していることを示していると考えられる。以

上より、表面分子運動性は材料表面と血液との接触に始まる一連の非特異的生体応答を回

避するうえで重要な因子である可能性を強く示唆しているものと結論される。 

 

３． アジド化ポリロタキサンを用いた生体との特異的相互作用の解析 

既に確立し

た方法で合成

したアジド化ポ

リロタキサンに

クリック反応を

利用して細胞

特異的リガンド

を導入し（スキ

ーム２）4)、そのレセプターたんぱく質との多価相互作用に及ぼす分子運動性の効果の検討を

開始した。具体的には、アジド化ポリロタキサンへ細胞特異的リガンドであるマンノースを定量

的に導入し、マンノースレセプターであるコンカナバリン A を固定化した表面との多価相互作

用を表面プラズモン共鳴分光によって解析した 5)。その結果、マンノース導入ポリロタキサンは、

比較対象であるマンナン、マンノース導入-CD、マンノース導入ポリアクリルアミドよりも高い
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Fig. 1 Surface exposure of or g chain of fibrinogen adsorbed on 

dymamic surfaces. 

O
O

O O
O

O

N3

N3

N3

N3

H
N

O
O

O

OH

N
H

N
H

H
N

O
O

O

HO

mono-, di-, or tri-azidated polyrotaxane

CuSO4, Ascorbic acid
O

O
O O

O
O

H
N

O
O

O

OH

N
H

N
H

H
N

O
O

O

HO

N
N

N

Ligand conjugated polyrotaxane

H2O or H2O/DMSO, RT

R

R = Mannose or Oligophosphorylcholine

 

Scheme 2. Preparation of mannose-conjugated polyrotaxane via click 

reaction. 
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結合定数が有意に認められ、それが結

合速度定数の増大によるものであること

を明らかにした。更に、異なる蛍光分子

を導入した２種のコンカナバリン A を用

いたリガンド－レセプター結合の FRET

解析により、マンノース導入ポリロタキサ

ンがマンノース導入ポリアクリルアミドより

顕著にコンカナバリンAと結合することが

確認され、ポリロタキサンの構造的特徴

である CD 可動性による効果が裏付けら

れた（図２）。また、マンノース導入ポリロ

タキサンと炎症担当細胞であるマクロフ

ァージとの相互作用を、マンノースレセプ

ター介在性エンドサイトーシスおよびサイ

トカイン産生挙動に着目して解析した。

マンノース導入ポリロタキサンはエンドサ

イトーシスが効率的であるだけでなく、従来からのポリマー系（マンノース導入ポリアクリルアミ

ド）を用いた場合には炎症性サイトカインである組織壊死因子(TNF-)が有意に産生されるの

とは対称的に抗炎症性サイトカインである変換成長因子(TGF-1)を産生することが明らかに

なった 6)。詳細な機序は不明ながら、生体との特異的応答に及ぼす動的構造の新たなバイオ

イナート効果と考えている。これと併行して、非特異的相互作用を回避可能なリガンドとして、

石原Ｇで調製したホスホリルコリン(PC)基を導入したポリロタキサンを合成した 4)。 

 

石原グループ 

1. 精密表面を有する高密度ポリマーブラシ構造の構築とタンパク質吸着抑制効果 

 種々の特性を有するモノマーユニットから

なるポリマーブラシ構造を表面開始型原子

移動ラジカル重合(SI-ATRP)法により作製

し、その表面の精密構造およびタンパク質

吸着抑制能について評価した 7, 8, 9, 10, 12)。

現在までに、メタクリル酸骨格を有し、側鎖

が双性イオン型(ホスホベタイン(PMPC)、

スルホベタイン(PSBMA)およびカルボキ

シベタイン(PCBMA))、イオン型(カチオン

性 (PTMAEMA) お よ び ア ニ オ ン 性

(PMPS))、非イオン型 (ヒドロキシル基

 

Fig. 2 FRET analysis on multivalent 

interaction of mannose-conjugated 

polyrotaxane (Entry 1 & 4) with concanavalin 

A.  PAAm1 & PAAm2 are 

mannose-conjugated polyacrylamides used as 

a reference sample. 
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Fig. 3. Amount of adsorbed proteins from 

100% fetal bovine serum on polymer brush 

layers quantified by using QCM-D. 
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(PHEMA)およびオリゴエチレングリコール鎖(P(m)OEGMA))および疎水型(フルオロカーボ

ン(PTFEMA))のポリマーブラシ構造を構築した 8, 9, 12)。特に、ホスホリルコリン基を有するブ

ロック、グラフト型あるいはブラシ構造については、ポリマーの後期生体反応となる生体親和

性に関連した知見も集積した 13, 14, 15, 16)。エリプソメーターによるグラフト層の厚さから算出さ

れるグラフト密度およびグラフト鎖による表面被覆率から、作製されたポリマーブラシ構造は

高密度領域に達していることがわかった。一方でホスホベタイン型の PMPC ブラシ層のグラ

フト密度(0.26 chains/nm2)および表面被覆率(39%)は他のポリマーブラシ層と比較してそれ

ほど高くなかった。コンピューターシミュレーションから、0.4 chains/nm2 の最大グラフト密度

を有する PMPC ブラシ層では、グラフト鎖・水分子とも運動性が低く抑えられており、両者の

運動性が上昇するのは 0.2 - 0.3 chains/nm2までグラフト密度が低減した構造であることが

示された。この点で、本研究において作製された PMPC ブラシ層は分子鎖運動性および水

分子の運動性が非常に高い表面構造を持つと考えられた。実際、10 nm程度の膜厚を有す

る PMPC ブラシ層は 100%の仔ウシ血清(FBS)からのタンパク質吸着量が 20 ng/cm2程度

であり、極めて高いタンパク質吸着抑制能を示した(図 3)。 

 

2. 材料表面とタンパク質との直接的な相互作用力の評価 

 タンパク質吸着挙動を明確にする上で

の新たな指標を確立するため、材料表

面とタンパク質との間に作用する相互作

用力(タンパク質吸着力)を高い分解能

で直接評価した 10, 12)。具体的には、各

ポリマーブラシ表面に、ウシ血清アルブ

ミン(BSA)を化学的に固定化させたカン

チレバーを接近・接触させその後引き離

す際の 100 箇所ほどのフォースカーブ

からタンパク質吸着力を算出した(図 4)。

タンパク質吸着力は、双性イオン型ポリ

マーブラシ層に対しては膜厚の増加とと

もに低下し、非イオン型ポリマーブラシ

層に対しては非依存的であった。また、

同程度の膜厚であってもモノマーユニットの特性によりタンパク質吸着力は異なった。特に

PMPC を含む双性イオン型ポリマーブラシ層では、従来達成し得なかった低レベルのタンパ

ク質吸着力(0.1-0.2nN)を実現した。親水性ポリマーブラシ層の化学的もしくは３次元物理的

構造がタンパク質吸着力に多大な影響を及ぼし、ポリマーブラシ層の構造を選定することに

より材料表面のタンパク質吸着挙動を制御できることがわかった 12)。 
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Fig. 4. Adsorption force of albumin against 

polymer brush layers with different chemical 

structure and ellipsometric thickness. 
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3. 材料表面近傍の水分子運動性の解析 

 表面近傍の水分子の運動性を高い時間分

解能で評価するため、ガラスビーズの間隙に

封入された水分子を対象とし、核磁気共鳴

(1H-NMR)法を用いて磁気緩和時間(T1)を

測定した 7, 11)。すなわち、10 μm程度のガラス

ビーズ表面に種々の構造を有するポリマーブ

ラシ層を構築し、37℃の高湿度下で T1 値を

測定することにより、ポリマーブラシ層の近傍

の水分子の運動性を評価した。図 5 に 5 nm

程度の膜厚を有する各ポリマーブラシ層で修

飾されたシリカビーズ間に封入された水の T1

値を示す。上記の測定条件では、カチオン性

ポリマーブラシ(PTMAEMA)層近傍の水分

子はその T1値が小さく、それ以外のポリマーブラシ層近傍の水分子の運動性に有意な差は

なかった。すなわち、タンパク質吸着量や吸着力が極めて高い PTMAEMAブラシ層近傍の

水分子は、ポリマー鎖と強く相互作用し運動性が抑制されていることがわかった。一方、いず

れのポリマーブラシ層についても、湿度や温度などの測定環境を変化させたり、ポリマーブラ

シ層の三次元構造などを制御したりして検討することで、水分子運動性の動的変化が生じる

ことが示唆された。 

 

4. 動的界面の設計とその評価 

 由井グループのポリロタキサンまたは

PEG と疎水性高分子鎖からなるトリブ

ロックコポリマーに加え、可逆的付加

－開裂連鎖移動(RAFT)型ラジカル重

合法により合成されたPMPC鎖と疎水

性高分子鎖からなるブロックコポリマー

(PMB-block)を用いて異なる化学構造

を有するループ型基板を作製した。

種々の条件下での水中安定性や濡れ

性の変化について岸田グループと連

携して評価し、さらに由井グループとの

連携の下、これらの表面が乾燥状態か

ら湿潤状態へ変化する際の損失エネ

ルギー変化を水晶振動子マイクロバランス(QCM-D)により解析することで、表面分子鎖の運
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動性を解析した(図 6)。それぞれの基板に純水を接触させた際の損失エネルギー変化を水

和量に対応する振動数変化で規格化することで、ループ型の構造を有する表面が親水性ユ

ニットと疎水性ユニットがランダムに配列する基板よ(PMB-random)り大きな運動性を有するこ

とが示唆された。加えて、岸田グループと連携して、これら形態の異なる動的表面でコラーゲ

ンをフィブリル化させ、その過程を QCM-D を用いて解析することにより表面上および溶液中

の高分子鎖の相互作用を解析した。その結果、ループ型の構造を有する基板の中でも特に

PMPC鎖からなる表面で大きな相互作用があることが明らかとなった。 

 

山岡グループ 

１． 動的特性の異なる表面に対する血小板反応の解析 

 由井 G で得られた血漿タンパク質の

非特異的応答の解析結果と、それに基

づくと考えられる血小板反応の相関を

明確にすることを目的として、固定化様

式の異なるポリロタキサンもしくは PEG

鎖を有する SAM 表面に対するヒト血小

板反応について評価した。由井 G で調

製されたメチル化α-CD と PEG とから

なる水溶性ポリロタキサン（PRｘ）あるい

は PEG の片末端もしくは両末端をチオ

ール基を介して金基板上に固定化する

ことで、ループ状ならびにグラフト状に

親水性が固定化された表面を構築した。

まず、ヒト全血（クエン酸血）より回収した多

血小板血漿(PRP)を各SAM表面に播種

し、血小板接着数および接着形態（接着面積）の評価を行った。その結果、血小板の粘着数とその

面積には強い相関があり、その傾向は PRX＜PEG でかつグラフト＜ループとなった（図７）。これは、

由井Ｇによって明らかにされた各表面に対する吸着フィブリノーゲンのγ鎖の露出と相関しており、

表面の動的特性によって GPIIb/IIIa を介した血小板粘着を制御できることが明らかとなった。さら

に、SAM 基材に接着しなかった浮遊血小板をＰＡＣ－１モノクローナル抗体で処理した後に

FACS 解析することで、浮遊血小板の GPIIb/IIIa 活性化について検討したところ、ＰＲｘ固定

化表面に接触では浮遊血小板の活性化も有為に抑制されていることも明らかとなった。 

 

２． 動的特性の異なる表面を有する高分子多孔体に対する生体応答の遺伝子網羅解析 

 昨年度に引続き、バイオマテリアル表面に存在する親水性高分子鎖の動的特性およびマテ

リアル表面に固定化された細胞接着や細胞増殖などの生理活性を有するリガンド分子の動的

 

Fig. 7 Correlation between number and are of 

adhering platelets on PEG or 

PRx-immobilized SAM. 
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特性が生体応答に与える影響を in vivo において系

統的に解析することを目的とし、各表面が生体内で誘

導する遺伝子フェノタイプの変化を遺伝子網羅解析に

より評価した。具体的には、石原Ｇで調整されたＭＰＣ、

動物由来のコラーゲン、由井Ｇで調整されたＰｉＢＭＡ-

ＰＥＧ-PiBMA ブロック共重合体（ＰＥＧループ表面を

構築）をコーティングしたポリエチレン多孔体をマウス

皮下に移植し、カプセル化層の厚さ、好中球・白血球・

マクロファージの遊走量、さらに治癒や炎症に関連す

るマクロファージの分極特性、多孔体に浸潤した細胞

が発現する遺伝子フェノタイプの網羅解析を行った 17)。

サンプル間で発現強度に２倍以上の差があった 2928

遺伝子のクラスタリング解析の結果、ＭＰＣとＰＥＧルー

プは遺伝子フェノタイプに相同性があることが明らかと

なり、以前より知られている生体親和性の傾向を遺伝

子レベルで支持する結果であった（図 8）。さらに、各サンプル間において発現量が顕著に異

なる遺伝子群を抽出したところ、MPC では血管新生抑制性遺伝子の発現が亢進していること

が見出された。このことは、MPC コートサンプル周囲で血管新生が極めて起こりにくいという組

織観察と一致した。すなわち、生体内でバイオイナートとされる MPC ポリマーが,能動的に血

管新生を抑制する可能性（能動的なバイオイナート性）があることは新たな知見であり極めて興

味深い。 

 

３．生理活性界面上での細胞・組織の機能性制御 

近年、様々な培養基材の特性が細胞機能

発現や幹細胞分化挙動に影響を与えるこ

とが明らかにされている。これまでに、細胞

接着活性や神経誘導活性を有するシグナ

ル分子により修飾した界面による組織再生

を見いだしてきた 17-19)。一方、組織再生が

困難とされている心筋組織の再生法開発

においても、自己拍動する心筋細胞の大

量培養と機能維持ができれば、心筋梗塞

や拡張型心筋症の治療に有効である。そこ

で、これまでに構築した動的界面を用いて、

幹細胞から心筋細胞への分化効率の向上と長期機能維持を目指した。細胞の分化特性と移植後

の運命を詳細に把握できれば幹細胞移植医療の大きな一助となる 20)。マウス胎児の癌腫由来細
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Fig. 10 Cross-sectional view of the adhesive 

site between pericardium and aorta（EVG 

staining）. 

胞株である P19CL6 細胞を、様々な培養基材上に播種し、心筋細胞への分化誘導因子である

DMSO (1%) 含有培地 (10% FBS in DMEM) にて 4 日間培養し、その後、約１ヶ月間 DMSO 

不含培地 (10% FBS in DMEM) にて培養して、自己拍動コロニー数を位相差顕微鏡下にて経

時的に計測した。また、心筋分化マーカータンパク質である GATA binding protein4 (GATA-4)

および NK2 transcription factor related, locus 5 (Nkx2-5), Hyperpolarization activated 

cyclic  nucleotide-gated potassium channel 4 (HCN4), α -Myosin heavy chain (α

-MHC)などの遺伝子発現量をリアルタイム PCR 法により測定した。心筋分化の初期段階に発現

が上昇する転写因子GATA4 のmRNA量を測定した結果、ポリスチレンに比してⅠ型コラーゲン

およびゼラチン、ポリリジン上において著しい発現量の増加が見られた。一方、フィブロネクチン上

では、著しい発現量の増加は見られなかったことから、培養基板表面にコートされたマトリクスタン

パク質の組成により、心筋細胞への分化挙動が著しく異なることが明らかとなった。一方、拍動コロ

ニー数は、ポリリジン基盤上で顕著であり、細胞播種10 日前後において拍動コロニー数は急激に

増加して 17 日頃にピークとなり、その後は緩やかに減尐する傾向が見られた（図 9）。ポリリジン上

において、心筋の拍動と深く関わるタンパク質として知られるα-MHC の mRNA 発現量が著しく

増加しており、細胞機能に大きな影響を与えたことは明らかである。しかしながら、コラーゲンやフィ

ブロネクチンといった生物学的な活性を有する細胞外マトリックスタンパクよりも、生物学的に非活

性なポリリジンでこのような著しい活性の向上が見られたことは有用な機能細胞の作成技術として

極めて重要である。また、この一因は、PLL のへリックス構造に由来する動的特性に基づく物理化

学的要因（メカノキュー）であると考えている。 

 

岸田グループ 

１．物理エネルギー付加による生体-生体及び生体－高分子材料間接着に及ぼす因子の検討 

 岸田グループでは、最小の物理お

よび化学エネルギーの付与による高

分子マテリアルと生体との接合を目指

して研究を実施した。昨年度までに、

振動－熱－圧力による生体組織同士

および生体組織と高分子マテリアル

間の接合について検討した26)。その

結果、熱、振動、圧力のエネルギーを

付与することで、目的の接着は可能

であるが、過剰なエネルギーによる組

織損傷や高分子材料の破断を確認

した。また周辺組織の細胞への影響

の可能性も示された27)。そこで、本研

究では振動、熱、圧力のエネルギー制御を行い、生体組織を構成するコラーゲンと高分子材
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Fig. 12 H&E staining of L929 on 3LCM (Left) upper part 

(Right ) below part. 

料を接着させ、微小振動融着法による生体組織－高分子材料間の短時間接着について検討

を行った。新規に装置を製作し、従来の1/10程度のエネルギーによる接着について検討した。

結果の一例を図10に示す。上部が心膜、下部が大動脈である。本装置を使用し、低エネルギ

ーで振動・熱・圧着力を付与することで、組織損傷を引き起こすことなく生体接着が実現可能

であった。また、本装置は、生体―高分子マテリアル間の接着にも有効であった。 

２．動的表面へのタンパク質相互作用の検討 

 コラーゲンと高分子マテリアル

間の相互作用について、それら

を溶液状態で混合し、コラーゲン

のフィブリル形成を観察すること

で知見を集積してきた 24,30,31)。本

研究では、高分子マテリアルを水

晶振動子表面に形成し、これに

コラーゲンを相互作用させてフィ

ブリル形成を行わせた場合につ

いて、QCM-Dを用いて検討を行

った。結果を図 11 に示す。本年

度は予備的な検討であるが、動

的表面の性状によって、コラーゲ

ン分子の相互作用が異なり、吸

着量だけでは不明であった、表

面の高分子マテリアル鎖との相互作用が観察可能であることが示された。 

 

３．生体組織構造を目指したコラーゲン組織体の作製と特性検討 

生体軟組織構造を再

構築する基盤技術とし

て、密度勾配型コラー

ゲンマトリクスの作製を

試みた 28)。コラーゲンマ

トリクスの構築の機構を

知ることで、高分子マテ

リアルとの複合化に必

要な因子を知ることがで

きると期待できる。ここでは、コラーゲンマトリクス同士の接着を可能にするとともに細胞の浸潤

制御や第二成分の付加を可能とした新規コラーゲンマトリクスの開発を目的とした。セルカルチ

ャーインサートに濃度の異なるコラーゲン水溶液を加え NaCl/Na2HPO4 溶液で透析した。こ
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れによりフィブリル化を引き起こすことにより密度勾配を有するコラーゲンマトリックスを作製した。

コラーゲン染色の結果より、密度勾配を有するマトリクスが得られた。これはコラーゲン分子の

分散速度がNaClの拡散速度に比べて遅いことによるものだと考えられた。SEMによる観察に

より、このマトリクスはフィブリル化していることが明らかとなった。吸水率はコラーゲン濃度の違

いによって、短時間で平衡に達するスポンジ様の性質を示すものから、徐々に給水するゲル様

の性質を示すものまでが得られた。生物学的評価では、細胞は密度の低い上層ではマトリクス

内部に浸潤が見られるのに対し、下層では浸潤は見られず、単層を形成していた(Fig. 12)。こ

れにより、マトリクスの密度を調整することで細胞の浸潤を制御することが可能であることが示さ

れた。本研究で得られたマトリクスは、生体組織の微細構造の生物活性 21-23,25,29)との関連およ

び生体―高分子マテリアル間の接着を検討する標準材料として有用である。 
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