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 第 1 章 序論 
 

第 1 章 
 

序論 
 
1. 1 背景 
1. 1. 1 再生医療 

重篤な臓器不全患者に対する治療法として、現在臓器移植または人工臓器による治

療が行われている。しかしながら、臓器移植には、慢性的なドナー不足、拒絶反応、免

疫抑制に伴う合併症などの問題点がある。また、人工心臓や人工腎臓に代表される人工

臓器による治療も効果が一時的であり、身体への負担が大きい、補助できる機能が限ら

れているなどといった課題がある。これらの従来型治療法を代替する新たな治療法とし

て、再生医療が注目されている。特に、今後の医療では患者を救命するだけでなく、失

われた組織や臓器を再生し国民の健康を維持する技術が望まれている。これらの次世代

医療技術は、高齢化社会の到来する我が国において、患者の「生活の質(Quality of Life)」
の向上を含めた画期的な治療技術になりうると期待されている。また、その他の多くの

疾病においても、通院や入院期間の短縮による医療費の削減、介護などの福祉費の減少

に寄与すると考えられている。 
再生医療とは、一般に損傷した臓器や組織などにおいて、生物が本来持つ再生能力

を元に失われた組織を生体外で構築し、治療を行う技術である。そのアプローチとして

これまでに、耳や鼻などの比較的単純な組織については、生分解性多孔質ポリマーを目

的組織の形状に加工し、これに細胞を播種して移植する手法が試みられてきた[1]。しか

し、この方法は移植後の細胞の増殖と自発的な組織化に依存しており、生分解に伴う局

所的な pH の低下や、分解速度と細胞増殖速度との釣り合いがとれないといった問題が

あり、一部の組織に臨床応用されていないのが現状である。そのため、生体外で組織構

造そのものを再構築し、それを移植する組織工学(Tissue Engineering)的手法が求めら

れている。 
この手法は、生命医科学分野だけでは実現が困難であった研究領域であるが、理工

学的な技術との連携により急速に進歩しつつある。組織を再構築した後に移植するこの

治療法は、単に細胞を注射針で障害組織に注入する細胞移植療法と比較して、移植した

組織の生着率が良い、高い治療効果が得られる、多様な組織・臓器の治療に応用でき得

るといった利点がある。細胞は生体内では他の細胞や細胞外マトリックスに接着した状

態で存在しており、その結合が生体のさまざまなシグナル伝達を担っているため、より

生体内に近い組織の状態で移植することは非常に重要である。このためには、作製した

三次元組織体を非侵襲的に培養表面から回収する技術が不可欠である。 
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1. 1. 2 細胞回収法 
細胞回収技術として、ある外部刺激により表面の細胞接着性を変化させることによ

り細胞を回収する技術が報告されている。 
 
酵素処理法 

通常の細胞培養において、ディッシュ上に接着した細胞を回収する際にはトリプシ

ンやコラゲナーゼなどのタンパク分解酵素が用いられる。この酵素の作用により、細胞

‐培養基板間の接着分子や細胞‐細胞間の結合が分解され、単離した細胞が回収可能で

ある。しかし、これらの酵素は細胞‐細胞間の結合を分解してしまうため、細胞同士が

互いに結合した組織状態のまま回収することはできない。また、酵素処理により細胞膜

に存在していた様々なタンパクも分解され、細胞は少なからずダメージを受ける。 
 
磁性ナノ粒子を利用した手法 

九州大学の井藤らは、磁力の変化を利用して細胞組織を構築する技術を開発してい

る[2]。これは、磁性ナノ粒子であるマグネタイトを細胞内に取り込ませることによって

細胞を磁気標識し、磁石を目的の位置に設置し、磁力で細胞を任意の場所に配置・接着

させて、細胞を高密度に集積させる、または細胞からなる 3 次元組織を構築する手法で

ある。また、細胞非接着性の培養基板上に磁力によって細胞を固定させているため、組

織を構築した後に磁石を取り除くのみで容易に回収可能である(Fig. 1. 1)。井藤らはこ

 

Fig. 1. 1 磁性ナノ粒子の構造(上)と 3 次元組織の構築(下)  
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の技術を用いて、異種の細胞シートとの共培養や血管を模倣した管状構造の構築を報告

している。 
 
光刺激を利用した手法 
  光反応を利用した手法では、光の波長に応じてシス－トランスの異性体変化が生じ

る分子や特定の部位で開裂が生じる分子が利用されている(Fig. 1. 2)。この手法では、

azobenzen や spiropyran などを含む単分子膜が利用されている。J. Auernheimer ら

は、中央に azobenzen、片末端に RGD ペプチドを備えた分子を用いている。この分子

層で覆われた表面に紫外光を照射することにより、位置特異的に細胞接着性をスイッチ

ングしたり、接着した細胞を脱離できることが報告されている[3, 4]。 

 

 

 
Fig. 1. 2 光刺激を利用した細胞接着制御 
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温度変化を利用した手法 
東京女子医科大学の岡野らは、シート状のパーツ組織を構築し、これらを積層化さ

せることで目的組織を構築する「細胞シート工学」を提唱している[5]。この手法では、

細胞シートをその構造を維持したまま回収するために温度応答性ポリマー(PINIPAM)
と呼ばれる特殊なポリマーを培養皿表面に修飾している。温度応答性ポリマーは、32 °C
より高温側では疎水性(細胞接着性)、低温側では親水性(細胞非接着性)を示すため、こ

のポリマー状で細胞シートを形成させた後に温度を下げることによって細胞の接着性

が弱まり、細胞シートが培養皿から自発的に剥離する。この技術により回収した角膜や

心筋の細胞シートは、臨床試験にて安全性や効果を評価する段階まで達している(Fig. 1. 
3)[6]。 

また、ベンチャー企業である株式会社セルシードは温度応答性ポリマーを基板表面

に固定した細胞シート回収用培養皿 UpCell を販売している。この手法は大変効果的で

あるが、培養期間を通して厳密な温度管理が必要であり、また組織を脱着させるのに

30~70 分という比較的長い時間を要するといった課題がある[7, 8]。特に、多層化細胞シ

ートの作製のように細胞シートを繰り返し剥離する場合には、より短時間で脱着可能な

技術が求められる。 

 
電気刺激を利用した手法 

電気刺激を利用した手法は、単分子膜の構造変化を利用する手法、電気化学的な反

 
Fig. 1. 3 温度応答性ポリマーを利用した細胞シートの回収(上) 

および角膜移植（下） 
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応を利用する手法に大別できる。単分子膜の構造変化を利用する方法では、バルキーな

保護基を挿入することであえて低密度のアルカンチオール自己組織化単分子膜(Self-
assembled monolayer, SAM)を金表面に形成し、その後この保護基を除去することでア

ルカンチオール分子が構造変化を生じうるスペースを確保する。そして、この表面に正

の電位を印加すると末端のカルボキシル基が電極に引き寄せられて分子が屈曲するこ

とで表面にアルキル鎖が提示されて疎水性となる。逆に負の電位を印加するとカルボキ

シル基が反発して表面に提示され親水性となる。このようにして表面の親・疎水をスイ

ッチングするものである(Fig. 1. 4)[9]。 

また、電気化学的な反応を利用する方法では、2 種類の異なる quinone 類を含む

SAM を表面にパターニングし、それぞれが正または負の電位印加により酸化、もしく

は還元され、切断される反応を利用し、細胞脱離が可能であることが報告されている

(Fig. 1. 5)[10]。 

 
Fig. 1. 4 単分子膜の構造変化を利用した細胞接着制御 

 

 
Fig. 1. 5 電気化学反応を利用した細胞接着制御 
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電気化学的な反応を利用したその他の手法として、金表面上に形成した高密度のア

ルカンチオール自己組織化単分子膜、もしくはブリッジ型ペプチドを、用いた手法が報

告されている[11, 12] 。 この原理は、金‐チオール結合を利用して金電極上に単分子層を

形成し、これを介して接着させた細胞を金‐チオール結合を切断することで脱離させる

ものである(Fig. 1. 6)。これまでに、アルカンチオール自己組織化単分子膜(Self-
Assembled Monolayer: SAM)、もしくは中央に細胞接着アミノ酸配列 RGD、両末端に

チオール基を有するアミノ酸であるシステイン（C）を有するブリッジ型オリゴペプチ

ド(配列: CCRRGDWLC)を用いて、細胞や細胞シート、スフェロイドの回収が可能であ

ることが示されている。アルカンチオール SAM を用いる方法では、5 分程度で細胞を

脱離させることが可能であったが、アルカンチオール分子は生体内に存在しないもので

あるため、将来の臨床応用において安全性の問題が生じる可能性がある[13, 14]。一方、オ

リゴペプチドを用いた方法は、ペプチドは分解されてもアミノ酸が生じるのみであるこ

とから安全性の高い方法であるといえるが、電位印加後にも 5~10%ほどの細胞は脱離

せず、基板上に残存するという課題がある。 

 
1. 2 本研究の目的 

本研究では、電気化学的細胞脱離法の安全性、残存細胞という 2 つの課題を解決

し、安全かつ確実な細胞脱離技術の確立を目的とした。 
残存細胞の原因に関して、ペプチド層がアルカンチオール SAM のように密な分子

層を形成していないため、培地中のタンパクなどが金表面に直接非特異吸着し、これを

介して細胞が接着してしまったためであると考えた。つまり、自己組織化し表面を密に

覆うオリゴペプチドを設計すれば、安全かつ確実な細胞脱離が実現できるのではないか

と考えた。 
そこで、リジン（K）、グルタミン酸（E）のようなプラス、マイナスにチャージし

たアミノ酸を交互に配置したオリゴペプチド二種類を設計した(Fig. 1. 13)。細胞接着配

 
Fig. 1. 6 電気化学的細胞脱離法 

アルカンチオール SAM(右) 、ブリッジ型オリゴペプチド(左) 
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列を持たない細胞非接着性オリゴペプチド、は、末端のシステイン（C）の持つチオー

ル基を介して金表面に自発的に結合し、隣接するペプチド間においてリジン（K、+電
荷）とグルタミン酸（E、－電荷）の静電的な相互作用によって自己組織化するように

設計した。この細胞非接着性オリゴペプチドは表面の電荷が打ち消される、いわゆる両

性イオンオリゴペプチドでもある。すでに、このような両性イオン分子が、従来のポリ

エチレングリコールのようなポリマーコート表面と同等以上の非特異吸着抑制効果が

あることは報告されている[15]。また、末端に細胞接着配列 RGD を配置した細胞接着性

オリゴペプチドも加えることで、タンパクの非特異吸着を抑制した上で細胞が接着でき

る表面を設計した。これにより、素早くかつ確実な細胞脱離が実現できるのではないか

と考えた。 

 
 
  

 

Fig. 1. 7 自己組織化オリゴペプチドを用いた電気化学的細胞脱離 
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自己組織化ペプチドを用いた細胞接着制御 
 
2. 1 はじめに 

電気化学的細胞脱離の課題であった安全性、残存細胞の問題を解決するため、新た

に自己組織化ペプチドを設計した。細胞接着配列を持たない細胞非接着性ペプチド（配

列: CGGGKEKEKEK）は、末端のシステイン(C)の持つチオール基を介して、金表面に

自発的に結合し、隣接するペプチド間においてリジン(K、＋電荷)およびグルタミン酸

(E、－電荷)の静電的な相互作用によって表面で自己組織化するよう設計したものであ

る。また、末端に細胞接着配列 RGD を付与した細胞接着性ペプチド (配列 : 
CGGGKEKEKEKGRGDSP)も加えることで、タンパクの非特異吸着を抑制しつつ細胞

が接着可能な表面を設計した。本章では、上述二種類の自己組織化ペプチドについて金

表面上への吸着量、タンパク質の非特異吸着抑制効果、電気化学的細胞脱離への影響を

評価した。 
 
2. 2 実験 
2. 2. 1 試薬・装置 

以下に、実験に用いた試薬および装置を示す。特に記述のないものは、全て市販品

を使用した。試薬の調製には、MilliQ 水を用いた。 
【試薬】 
・細胞非接着性オリゴペプチド：CGGGKEKEKEK, Sigma-Aldrich Japan 
・細胞接着性オリゴペプチド：CGGGKEKEKEKGRGDSP, Sigma-Aldrich Japan 
・ブリッジ型オリゴペプチド：CCRRGDWLC, Sigma-Aldrich Japan 
・Fibrinogen, F0129：Sigma-Aldrich Japan 
・Fibronectin, from bovine plasma：F4759, Sigma-Aldrich Japan 
・Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), D5796, Sigma 
・マウス線維芽細胞 Swiss 3T3(RCB1642), Riken Cell Bank 
・ヒト間葉系幹細胞 hBMSC, Lonza, Switzerland 
・コラーゲンタイプ 1A, 新田ゼラチン 
 
【装置】 
・AFFINIX QN, initium 
・スパッタデポジション装置 CFS-4ES-231, Shibaura Eletec 
・位相差顕微鏡  IX-71, Olympus 
・ポテンショスタット／ガルバノスタット: HA-151, Hokuto denko 
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・Ag/AgCl 参照電極： #2080A, HORIBA 
・位相差顕微鏡： IX-71, Olympus 
 
2. 2. 2 細胞非接着性ペプチドの金表面への吸着量・タンパク質の非特異吸着抑制効果 
実験手順 
電極表面の洗浄 
1 %SDS 溶液を含ませた綿棒で電極表面を優しく擦り、純水で洗浄した。さらに、濃硫

酸：過酸化水素水=3：1 の Piranha 溶液を滴下し、室温で 5 分間放置後、純水で洗浄

した。 
未修飾電極の周波数測定 
完全に乾燥させた電極を本体にセットした。周波数が±3 Hz/min 程度に安定した時の

値を未修飾時の周波数とした。 
オリゴペプチドの修飾 
電極表面にオリゴペプチド溶液(50 µΜ 細胞非接着性オリゴペプチド水溶液, 50 µΜ ブ

リッジ型オリゴペプチド水溶液)をそれぞれ滴下し、4℃で一晩放置した。電極を純水で

洗浄した。 
オリゴペプチド修飾電極の周波数測定 
再び電極を本体にセットし、安定したときの値を読み取った。 
タンパク質の吸着 
オリゴペプチド修飾電極に 1 mg/ml フィブリノーゲン、1 mg/ml フィブロネクチン溶

液をそれぞれ滴下し、室温で 30 分間放置した。 
タンパク質吸着電極の周波数測定 
再び電極を本体にセットし、安定したときの値を読み取った。 
 
2. 2. 3 細胞非接着性・接着性ペプチド混合修飾表面への細胞接着 
実験手順 
基板洗浄 
カバーガラスを 25 %アンモニア水：30 %過酸化水素水：純水＝1：1：4 の沸騰水溶液

に 5 分間浸漬し、沸騰した純水にてすすぎを 2 回それぞれ 5 分間行い、自然乾燥させ

た。 
Au/Cr 層のスパッタ 
スパッタリング装置を用い、出力 100 W、アルゴン雰囲気 0.3 Pa にて Cr を 1 分間ス

パッタした。Cr は Au の密着層である。その後引き続き、Au を同条件にて 2 分間スパ

ッタした。 
オリゴペプチドの修飾 
細胞接着性オリゴペプチド：細胞非接着性オリゴペプチド ＝ 100 : 0, 1 : 99, 0.1 : 99.9, 
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0.01 : 99.99, 0.001 : 99.999, 0 : 100 (Total conc. 50 µM)のオリゴペプチド溶液に金基板をそ

れぞれ浸漬し、一晩放置した後、純水で洗浄し、乾燥させた。 
基板の滅菌 
オリゴペプチドを修飾した金基板をクリーンベンチ内で 70 ％エタノール→滅菌水の順

に洗浄して滅菌し、ϕ 35 mm の滅菌済ディッシュに入れた。 
細胞の播種 
マウス線維芽細胞 3T3 を 10%FBS 添加培地に. 5.0× 105 cells/ml の密度で懸濁し、1 デ

ィッシュあたり 2 ml 量、つまり 1.0 × 106 cells/ml の密度で細胞を播種した。 
接着細胞数のカウント 
培養後、接着細胞数をカウントした。 

 
2. 2. 4 細胞接着性ペプチドを用いた電気化学的細胞脱離 
実験手順 
基板洗浄 
カバーガラスを 25 %アンモニア水：30 %過酸化水素水：純水＝1：1：4 の沸騰水溶液

に 5 分間浸漬し、沸騰した純水にてすすぎを 2 回それぞれ 5 分間行い、自然乾燥させ

た。 
Au/Cr 層のスパッタ 
スパッタリング装置を用い、出力 100 W、アルゴン雰囲気 0.3 Pa にて Cr を 1 分間ス

パッタした。Cr は Au の密着層である。その後引き続き、Au を同条件にて 2 分間スパ

ッタした。 
細胞接着性オリゴペプチドの修飾 
金基板を 50 µM 細胞接着性オリゴペプチド溶液に浸漬し、一晩放置した後、純水で洗

浄し、乾燥させた。 
基板の滅菌 
細胞接着性オリゴペプチドを修飾した金基板をクリーンベンチ内で70 ％エタノール→

滅菌水の順に洗浄して滅菌し、ϕ 35 mm の滅菌済ディッシュに入れた。 
細胞の播種 
マウス線維芽細胞 3T3 を 10%FBS 添加培地に 2.5 × 105 cells/ml の密度で懸濁し、1 デ

ィッシュあたり 2 ml 量、つまり 5.0 × 105 cells/ml の密度で細胞を播種した。 
細胞の培養 
播種した細胞をインキュベータ内(37°C, 5% Co2-Air)のもとで 24 時間培養した。 
電位の印加 
細胞培養基板のパッドとなる部分の細胞および水滴を綿棒で除去し、これを作用極、市

販の Ag/AgCl 電極を参照極、白金板を対極とし、三電極系を形成した。これらをポテン

ショスタットに接続し、PBS 中で定電位- 1.0 V を一定時間印加した。 
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細胞数のカウント 
電位印加後、基板を別のディッシュに移し、位相差顕微鏡画像を CCD カメラによって

撮影した。撮影箇所は基板の中央付近を 3 箇所とした。撮影後、残存細胞数をカウント

した。 

 
2. 2. 5 細胞シートのコラーゲンゲルへの転写 
実験手順 
基板洗浄 
カバーガラスを 25%アンモニア水：30%過酸化水素水：純水＝1：1：4 の沸騰水溶液に

5 分間浸漬し、沸騰した純水にてすすぎを 2 回それぞれ 5 分間行い、自然乾燥させた。 
Au/Cr 層のスパッタ 
スパッタリング装置を用い、出力 100 W、アルゴン雰囲気 0.3 Pa にて Cr を 1 分間ス

パッタした。Cr は Au の密着層である。その後引き続き、Au を同条件にて 2 分間スパ

ッタした。 
細胞接着性オリゴペプチドの修飾 
金基板を 50 µM 細胞接着性オリゴペプチド溶液に浸漬し、一晩放置した後、純水で洗

浄し、乾燥させた。 
基板の滅菌 
細胞接着性オリゴペプチドを修飾した金基板をクリーンベンチ内で70 ％エタノール→

滅菌水の順に洗浄して滅菌し、ϕ 35 mm の滅菌済ディッシュに入れた。 
細胞の播種 
ヒト間葉系幹細胞 hBMSC を 10%FBS 添加培地に 5.0 × 105 cells/ml の密度で懸濁し、

1 ディッシュあたり 2 ml 量、つまり 1.0 × 106 cells/ml の密度で細胞を播種した。 
細胞の培養 
播種した細胞をインキュベータ内(37°C, 5% Co2-Air)のもとで 72 時間培養し、細胞シー

トを形成させた。 
コラーゲンゲル層の形成 
細胞シートを形成させた基板の周囲に PDMS の囲いを装着し、そこへコラーゲンゲル

前駆体溶液(コラーゲンタイプ 1A：×10 培地：緩衝液 = 8:1:1)を 300 μl 入れ、インキ

ュベータ内で 30 分間静置し、ゲル化させた。 
電位の印加 
PDMS の囲いの装着された基板を作用極、市販の Ag/AgCl 電極を参照極、白金板を対

極として三電極系を形成し、これらをポテンショスタットに接続し、定電位- 1.0 V を 5
分間印加し、細胞シートを脱離させコラーゲンゲルへ転写した。 
細胞シートの生死染色 
5 mg FDA / ml in DMSO 溶液 2 μl と、40 μg EB / ml in PBS 溶液 1 ml を混合し、これを回
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収した細胞シートの入ったディッシュに加え、37 °C下で5分間インキュベートした後、

PBS で 3 回洗浄した。 
蛍光顕微鏡観察 
FDA, EBを蛍光顕微鏡観察し、CCDカメラで画像を撮影した。これらの色素について、

Table 2. 1 にまとめた。 
 

Table 2. 1 FDA および EB の染色対象および波長 
色素名 染色対象 励起光波長 蛍光波長 / 発色 
FDA 

(Fluorescein 
diacetate) 

生細胞 
(エステラーゼ基質) 

495 nm 520 nm / 黄緑 

EB 
(Ethidium bromide) 

死細胞 
(DNA, 細胞膜不透過） 

510 nm 595 nm / 赤 

 
2. 3 結果・考察 
2. 3. 1 細胞非接着性ペプチドの金表面への吸着量・タンパク質の非特異吸着抑制効果 
  本節では、水晶振動子マイクロバランス法(Quartz Crystal Microbalance: QCM)を
用いて、金表面に形成した細胞非接着性オリゴペプチドの吸着量を測定し、従来法であ

る両末端にシステイン、中央に細胞接着配列 RGD を持つブリッジ型オリゴペプチドと

の比較を行う。また、それぞれのペプチドを修飾した表面へのタンパク質の非特異吸着

について検討した。 
それぞれのオリゴペプチドの吸着量を Fig. 2. 1 に示す。２つのオリゴペプチドの吸

着量に大きな差は見られなかった。ブリッジ型オリゴペプチドは、両末端にチオール基

を含むアミノ酸であるシステインを有するため、ジスルフィド結合によりペプチド分子

同士が結合した形ができやすい。一方、細胞非接着性オリゴペプチドでは、システイン

は片末端のみであるため、ジスルフィド結合は起こりにくく、表面に密に吸着している

ものと考えられる。実際、今回の結果より細胞非接着性オリゴペプチドが表面に四角配

置で吸着していると仮定すると、ペプチド分子間の距離は約 1.2 nm と見積もることが

できる。アルカンチオール自己組織化単分子膜の分子間距離を同様の仮定で見積もると、

約 0.6 nm であり[1]、今回設計した細胞非接着性オリゴペプチドも密に吸着していると考

えられる。 
それぞれのペプチドを修飾した表面へのタンパク質の非特異吸着を測定したとこ

ろ、Fig. 2. 2 に示すように、どちらのオリゴペプチドを修飾した表面でも、未修飾表面

と比較してタンパク質の吸着は抑制された。しかし、減少割合には大きな差があり、フ

ィブロネクチンではブリッジ型オリゴペプチドでは 55 %、細胞非接着性オリゴペプチ

ドでは 6.8 %、フィブリノーゲンではブリッジ型オリゴペプチドでは 29 %、細胞非接
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着性オリゴペプチドでは 3.6 %であった。フィブロネクチンは細胞外マトリックスの一

種であり、他の細胞外マトリックスとの橋渡し役としての役割や、細胞表面のインテグ

リンレセプターとの相互作用を通して細胞接着に大きく関わっている。また、フィブリ

ノーゲンはフィブロネクチンと構造的に似ており、培養表面に素早く吸着する[2]。した

がって、この２つのタンパク質の吸着を抑制できる表面は、細胞接着抑制や、細胞のパ

ターニングに有用であると考えられる。 
 

 
Fig. 2. 1 ペプチド吸着量 
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Fig. 2. 2 タンパク質の非特異吸着抑制効果 
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2. 3. 2 細胞非接着性・接着性ペプチド混合修飾表面への細胞接着 
本節では、設計した細胞非接着性ペプチド、また、末端に細胞接着配列 RGD を加

えた細胞接着性ペプチドを混合し、修飾した表面への細胞接着を評価することで、ペプ

チド修飾により細胞接着が制御可能であるか、また細胞接着に必要な RGD 数を明らか

とした。 
二種類のオリゴペプチドを混合して修飾した表面への細胞の初期接着を確認した。 

Fig. 2. 3 は、3 時間培養後の画像、Fig. 2. 4 は、この画像から求めた定量的なデータを

示している。この結果より、細胞接着性オリゴペプチドの割合が 100% ~ 1%の場合、

接着細胞数に大きな違いは観られないが、0.1 %以下の場合、細胞接着性オリゴペプチ

ドの割合が減少するにつれて接着細胞数は減少しており、また、100% ~ 1%の場合、細

胞がより伸展しているのに対し、0.1%以下の場合、初期接着細胞数が抑制された。 
続いて、細胞増殖評価を行うため、細胞密度が疎な条件において同様の評価を行っ

た結果が Fig. 2. 5 である。二種類のオリゴペプチドを混合して修飾した表面において

は、細胞の初期接着だけでなく、増殖にも違いがみられた。細胞接着性オリゴペプチド

の割合が 100% ~ 1%の場合では、細胞は良好に増殖した。一方、0.1%以下の場合、細

胞増殖は抑制された。実際、培養 2 日目の増殖率を初期接着細胞数から求めたところ、

100%、1%ではそれぞれ 2.9、3.0 であったのに対し、0.1%、0.01%、0.001%、0%では、

それぞれ 1.7、0.8、1.5，0.9 であった。 
細胞接着に必要な RGD の量は、オリゴエチレングリコールを有するアルカンチオ

ールと、オリゴエチレングリコールの末端に RGD ペプチドを有するアルカンチオール

の種々の混合比の溶液より調製された自己組織化単分子膜上への細胞接着を確認する

実験によって明らかにされている[3, 4]。これによれば、細胞接着にはオリゴエチレング

リコールの末端にRGDペプチドを有するアルカンチオールの割合は少なくとも0.01 %
必要であり、細胞の伸展には少なくとも 0.1%必要である。最も密なアルカンチオール

自己組織化単分子膜の最大吸着量を 0.93 nmol/cm2と仮定[5]して細胞の接着、伸展に必

要な RGD の量を見積もると、それぞれ、9.3 fmol/cm2、930 fmol/cm2となる。 
また、細胞非接着性オリゴペプチドの吸着量は 140 ng/cm2 であった。細胞接着性

オリゴペプチドの吸着量も同等であると仮定して、細胞接着性オリゴペプチド 0.1 %の

場合の RGD の量を見積もると、細胞接着には 140 fmol/cm2の RGD が必要であった。 
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Fig. 2. 3 オリゴペプチド混合修飾表面への細胞初期接着 
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Fig. 2. 4 オリゴペプチド混合修飾表面上の接着細胞数 
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Fig. 2. 5 オリゴペプチド混合修飾表面上での細胞増殖 
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2. 3. 3 細胞接着性ペプチドを用いた電気化学的細胞脱離 
Fig. 2. 6 に、電位印加による細胞脱離の様子を定量的に評価した結果を示す。こ

こで、縦軸は電位印加前に基板に接着していた細胞数を 100%としたときの残存細胞

率 (%)を示しており、横軸は、電位印加時間を表している。 
従来法であるブリッジ型オリゴペプチドを用いた場合は 5 分間の電位印加後にも 10％
ほどの細胞が残存している。また、アルカンチオール分子を用いた場合、5 分間の電位

印加で全ての細胞が脱離している。一方、細胞接着性オリゴペプチドを修飾した基板で

は、電位印加 1 分後には約 70%の細胞が脱離し、2 分後にはほぼ 100%の細胞が脱離し

ており、より素早くかつ確実な細胞脱離が実現された 

  

 
Fig. 2. 6 電位印加による細胞脱離の比較 
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2. 3. 4 細胞シートのコラーゲンゲルへの転写 
細胞接着性オリゴペプチド修飾基板上でヒト間葉系幹細胞 hBMSC を培養したと

ころ、3 日間程度でコンフルエントとなり、細胞同士が互いに結合したシート状の組織

が形成された。基板上に- 1.0 V の定電位を印加したところ、5 分間の電位印加により細

胞シートが回収された(Fig. 2. 7)。この写真からわかるように、脱離させた細胞シート

は細胞間の結合を維持しており、本手法によりシート状の細胞組織の回収が可能である

ことが示された。これまで単離した状態で接着していた細胞は 2 分間でほぼ完全に脱離

したが、細胞シートの脱離には 5 分間電位を印加した。これは、電極表面を細胞が覆う

ことによってイオンや物質移動が妨げられ、細胞自体が抵抗となり電位が均一にかから

ないのではないかと考えたためである。 
電位印加により脱離させた細胞シートの生細胞/死細胞染色の結果を Fig. 2. 8 に示

す。この画像より、死細胞は極わずかであり、ほとんどの細胞が良好な生存状態を維持

していることが確認され、電位印加による細胞シートへの悪影響はほとんどないことが

示された。 

 

 

Fig. 2. 7 電位印加により回収した細胞シート 

500 µm

 
Fig. 2. 8 回収した細胞シートの生細胞(緑)/死細胞(赤)染色 

500 µm
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2. 4 本章のまとめ 
  本章で設計した自己組織化ペプチドを用いることで、タンパク質の非特異吸着を抑

制しつつ細胞が接着可能な表面を作製可能であり、ペプチド分子のみを用いて基板表面

から細胞を完全に脱離させられる技術を確立した。一方で、より詳細にペプチドおよび

基板表面の設計を行うことで、更に効率的な細胞脱離を実現できる可能性がある。そこ

で、次章以降においてペプチド配列、基板表面の形状について更に詳細に検討を行う。 
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細胞非接着性ペプチドの設計 
 

3. 1 タンパク吸着と細胞接着 
人工材料が細胞とタンパクを含む液体に接すると、まず液中のタンパクが表面に吸

着し、これを介して細胞が接着する。つまり、細胞と培養基板との相互作用を制御する

には、タンパク吸着の観点から材料を設計することが重要である。この細胞接着過程に

おいて、吸着タンパクと細胞の相互作用やその後の細胞内情報伝達については生物学的

なプロセスであるが、初期の基板表面へのタンパク吸着については物理化学の領域であ

る。そこで、コロイド化学における付着理論を適用し、タンパク質の初期吸着と表面自

由エネルギーの関係が解析されている。Fig. 3. 1 に血漿中に含まれるタンパクであるγ

グロブリンの種々の表面上への吸着量と、水の接触角の相関を示す[1]。これより、親水

性表面、もしくは疎水性表面においてタンパク吸着が抑制され、水に対する接触角が

70°付近で最大値をとることが分かる。これは、コロイド化学における表面自由エネル

ギー変化から求められた実線で示される理論曲線とよく一致するものである。細胞は吸

着タンパクを介して接着するため、これらの表面への細胞接着数を評価すると同じ傾向

が示される(Fig. 3. 2)。つまり、親水性の高い表面ほど接着細胞数が少ない傾向となり、

水に対する接触角が 70°付近で最大値をとる。 

 
 
 
 
 

 

Fig. 3. 1 種々の表面上へのγグロブリンの吸着量[1] 
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一方、これらのグラフの中には、理論曲線からやや離れたものや極端に異なるプロ

ットも存在する。このことは、接触角以外の複数の支配因子の存在を示唆しているが、

高分子材料表面の分析手法が真空中や空気中で行われるのに対し、水中では表面状態が

変化してしまうという問題があり、複数の因子を考慮した理論構築には至っていないの

が現状である。これまでに、水環境により変化しない安定な表面が必要である。このよ

うな表面として、金薄膜上に形成させたアルカンチオール自己組織化単分子膜を用いた

研究が数多くなされている。金属表面をチオール基 (-RSH)や、ジスルフィド基 (-RS-
SR-)を有する有機分子の希薄溶液に浸漬すると、チオール基またはジスルフィド基が金

属と強い相互作用をし、自発的に結合する。さらに、R の部分が長鎖のアルキル鎖であ

れば、表面に固定される際にアルキル鎖同士が、ファンデルワールス力によりタイトに

パッキングし、金属表面上に分子が整列した自己組織化単分子膜が形成される。この自

己組織化単分子膜は、多少の環境変化ではその特性が大きく変化することのない安定な

表面を提供可能である。更に、チオール基やジスルフィド基とは逆のアルキル鎖末端に

機能性官能基を有する分子を用いることで種々の機能を固体表面に導入でき、その表面

特性を制御することができる。種々の官能基を有する自己組織化単分子膜表面へのタン

パク吸着と水に対する接触角の相関を Fig. 3. 3 に示す[2]。Fig. 3. 3 より、タンパク吸着

を抑制可能な表面の条件の一つとして、親水性の高い表面が挙げられる。また、親水性

表面においても、片末端がカルボン酸である 11-メルカプトウンデカン酸や、アミノ基

である 11-アミノウンデカンチオールを有するような、電荷を有する表面へのタンパク

吸着は、水酸基のような、電荷を持たない官能基の表面と比較してより多くのタンパク

が吸着することが知られている。Fig. 3. 3 中での例外として、オリゴエチレングリコー

ルを有する表面は接触角から予想されるより、更に低いタンパク吸着となっている。オ

リゴエチレングリコール(OEG)やポリエチレングリコール(PEG)は、運動性が高く、オ

 
Fig. 3. 2 種々の表面上への初期細胞接着数[1] 
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リゴエチレングリコール鎖の立体斥力の寄与によりタンパク吸着が阻害される(Fig. 3. 
4)。つまり、タンパク吸着を抑制可能な表面は、①親水性が高く、かつ電荷をもたない

表面、もしくは、②立体斥力のはたらく表面を作製することが必要である。立体斥力の

 
Fig. 3. 3 種々の官能基を有する自己組織化単分子膜上へのタンパク吸着[2] 

 

Fig. 3. 4 オリゴエチレングリコールの立体排除効果[2] 
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はたらく表面として、上述のようにオリゴエチレングリコールを用いた手法が報告され

ている。Fig. 3. 5 は、オリゴエチレングリコールと細胞接着分子であるフィブロネクチ

ンを表面にパターンすることで、細胞接着、非接着を制御した例である[3]。 

また、親水性が高く、電荷を持たない表面として、両性イオン分子を用いる例が報

告されている。両性イオン分子では、イオン溶媒和によって親水性となっている。近年、

両性イオン分子であるポリカルボキシベタイン(pCB)へのタンパク質の吸着は、SPR 測

定で検出不可能な程に少ない (<0.3 ng/cm2)ことも報告されている[4]。この結果は多く

のタンパク質を含んだ血漿や血清に対しても同様であった。こうした非特異吸着を極端

に抑制する表面は、表面にナノメートルオーダーの両性イオン分子層を有することが必

要である。また、正負のそれぞれの電荷を持つ分子であっても、それらを表面上に分子

レベルで均等に配置し、見かけ上は表面の電荷がニュートラルになるような場合も、両

性イオンと同様に、高い非特異吸着抑制効果を示すことが知られている[5]。したがって、

正負の電荷を持ったアミノ酸を交互に配置し、表面の電荷を打ち消すような配列のオリ

ゴペプチドを設計することでタンパク質の非特異吸着が抑制可能であると考えられる。 
そこで本研究では、細胞非接着性オリゴペプチドを 3 つのセグメントに分けてデザ

インした。3 つのセグメントは、金との結合に用いるアンカー、表面の影響を打ち消す

ためのリンカー配列、密な分子層を形成させるための両性イオン配列である。アンカー

には、チオール基を有するアミノ酸であるシステイン（C）を用い、金－チオール結合

により自発的に結合させるようにした。リンカー配列には、GGG、PPP、FFF などの

ように３つのアミノ酸を連続して配置し、表面の影響を打ち消しつつ密な分子層形成を

阻害しない配列となるよう設計した。このオリゴペプチド設計で最も重要な点は、リジ

ン（K、＋電荷）およびグルタミン酸（E、－電荷）の繰り返し配列（KEKE、KEKEKE
等）を導入し、隣接する分子間で静電的な引力を生じさせ、金表面上で密な分子層を形

成するよう設計したことである(Fig. 3. 6)。これまでに、このようなプラスとマイナス

に荷電した両性イオンオリゴペプチドが、アミノ酸配列のデザイン次第では、バルク液

 
Fig. 3. 5 オリゴエチレングリコールを用いた細胞接着制御[3] 
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中で自己組織化しナノファイバーを形成すること、さらにそれらが絡み合ってハイドロ

ゲルが得られることが報告されている[6]。また、材料表面を別のタイプの両性イオンオ

リゴペプチドで覆うと、ニュートラルな電荷状態かつ親水性の表面が得られるために、

ポリエチレングリコールのようなポリマー修飾表面と同等以上の非特異吸着抑制効果

があることが報告されている[5, 7]。 
 

 
3. 2 水晶振動子マイクロバランス法 

水晶振動子は、水晶の結晶を薄い板状に切り出した切片の両側に金属薄膜を取り付

けた構造をしている。この水晶振動子の金属薄膜に交流電場を印加すると、ある一定の

共振周波数で振動する性質を示す。金属薄膜上にナノグラム程度の物質が吸着すると、

共振周波数が減少するため、微量天秤として利用することができる[8]。このような方法

を QCM 法と呼ぶ。Fig. 3. 7 に、本実験で用いた QCM 電極を示す。 
水晶振動子の両側の金属電極に交流電圧を印加すると、水晶振動子は圧電効果によ

り共振振動を起こすので、このときの共振周波数変化を測定する。共振周波数は、水晶

振動子表面で起こる物質の吸着や溶解に伴い変化するので、この変化を質量変化に換算

することができる。微小質量変化 Δm と共振周波数の微小変化 Δf には、以下の

Sauerbrey 式が成り立つ。 

∆F = −
2F02

�ρQµQ

∆m
A

 

ΔF: 周波数変化量 
Δm: 質量変化量 
F0: 基本周波数 
ρQ: 水晶の密度 
μQ: 水晶のせん断応力 
A: 金電極面積 
 

 
Fig. 3. 6 細胞非接着性ペプチドの構成 

アンカー
(C)

リンカー
(PPP、FFF等)

両性イオン
(KEKE、KEKEKE等)
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ここで、基本共振周波数 27 MHz の水晶振動子を使用した場合、今回の測定系では

共振周波数変化 1 Hz の減少は質量変化 30 pg の増加に対応し、質量変化を検出可能で

ある。 

 
上記 Sauerbrey の式によると、右項には水晶振動子の基本周波数 F0が入ってい

る。つまり、水晶振動子の基本周波数を高くすればするほど、検出される振動数変化

の値が大きくなり、質量検出感度が大きくなる。本実験に用いた QCM 装置では、27 
MHz という高周波基本周波数の水晶振動子を用いているため、吸着による重量変化が

小さいペプチド、タンパク質などの生体内の様々な分子の相互作用の様子を検出でき

る。 
 
3. 3 分子動力学計算によるバルク液中でのペプチド二次構造 
3. 3. 1 はじめに 

上述した設計指針に基づき細胞非接着性ペプチドを設計するとしても、その組み合わ

せは膨大な数に及ぶためすべてを実験的に検証することはできない。そこで、Politecnico 
di Milano の Dr. Alfonso Gautieri 氏との共同研究により、分子動力学計算を用いてアンカ

ーと細胞接着配列を固定し、リンカー、両性イオン配列を変化させて 80 種類の組み合わ

せについてバルク中でのペプチド二次構造シミュレーションを行った。 
 

3. 3. 2 実験手順 
上述の指針によって設計した自己組織化ペプチドにおいて金表面上でタンパク吸

着を抑制するには、ペプチド自身の二次構造が重要であることが報告されている。そこ

でまず、バルク液中での種々のペプチド二次構造について分子動力学計算を行った。シ

ミュレーションは 300 – 500 K、11 レプリカについて、CHARMM 力場を用い、レプリ

カ交換分子動力学法によって行われた。それぞれのレプリカにつき 50 ns のシミュレー

ションが行われた[9-11]。 
 
3. 3. 3 結果・考察 

 
Fig. 3. 7 本実験で用いた QCM センサー  
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バルク液中での二次構造のシミュレーションに用いたリンカー、両性イオンの組み

合わせを Table 3. 1 に示す。これらの組み合わせの中から、二次構造を形成する傾向の

高い配列、低い配列を抽出した(Fig. 3. 8)。全体の傾向を以下に示す。 
・両性イオン部分の繰り返し配列が長いほど、安定な αヘリックス構造となる。 
・リンカー部分がプロリン(P)が PPP、もしくは PPPP となる場合、両性イオン部分の

繰り返し配列が短い場合にも、安定なポリプロリンⅡ構造となる。 
・リンカーがアラニン(A)A3 残基以上、もしくはフェニルアラニン(F)F3 残基以上の場

合、リンカー部分を含んだ安定な αヘリックス構造となる。 
以上の 傾 向 を 踏 ま え 、 二 次構造を形成する傾向が高い配列として、

CPPPKEKEKEKEK、CFFFKEKEKEKEKEKEK、低い配列として CFFFKEKEK、

CFKEKEKEK を抽出し、続いて実際に実験的に検証を行った。 

 
3. 4 実験 
3. 4. 1 試薬・装置 

以下に、実験に用いた試薬および装置を示す。特に記述のないものは、全て市販品

を使用した。試薬の調製には、MilliQ 水を用いた。 
【試薬】 
・オリゴペプチド 
CPPPKEKEKEKEK, 株式会社スクラム 
CFFFKEKEKEKEKEKEK, 株式会社スクラム 
CFKEKEKEK, 株式会社スクラム 

Table 3. 1 リンカー、両性イオンの組み合わせ 
リンカー 両性イオン 

G A P F S KEK 
GG AA PP FF SS KEKEKEK 

GGG AAA PPP FFF SSS KEKEKEKEK 
GGGG AAAA PPPP FFFF SSSS KEKEKEKEKEKEK 

 
 

 
Fig. 3. 8 分子動力学計算によるペプチド二次構造 

CFFFKEKEKEKEKEKEK
二次構造あり

CFFFKEKEK
二次構造なし

CFKEKEKEK
二次構造なし

CPPPKEKEKEKEK
二次構造あり
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CFFFKEKEK, 株式会社スクラム 
・カバーガラス, 松浪硝子工業株式会社 
・MEM α, D5796, gibco 
・ヒト線維芽細胞 
・Fibronectin, from bovine plasma, F4759, Sigma 
・Fibrinogen, F0129, Sigma 
 
【装置】 
・J-820 型円二色分散計, 日本分光株式会社 
・AFFINIX QN, initium 
・スパッタリングデポジション装置 CFS-4ES-231, Shibaura Eletec. 
・デジタルマイクロスコープ VHX-200, キーエンス 
・位相差顕微鏡： IX-71, Olympus 
 
3. 4. 2 溶液中でのペプチド二次構造 
実験手順 
ペプチド溶液の調製 
それぞれのオリゴペプチドを 10 mM 塩化カリウム、50 mM 硫酸ナトリウム緩衝液(pH 
7.4)に 0.1 mg/ml の濃度で溶解した。 
CD スペクトル測定 
光路長 1 mm のキュベットにそれぞれの 400 µl オリゴペプチド溶液を導入し、CD ス

ペクトル測定を行った。測定波長範囲は 190 nm～270 nm である。 

 
3. 4. 3 金表面上へのペプチド吸着量 
実験手順 
電極表面の洗浄 
1 %SDS 溶液を含ませた綿棒で電極表面を優しく擦り、純水で洗浄した。さらに、濃硫

酸：過酸化水素水=3：1 の Piranha 溶液を滴下し、室温で 5 分間放置後、純水で洗浄

した。 
未修飾電極の周波数測定 
完全に乾燥させた電極を本体にセットした。周波数が±3 Hz/min 程度に安定した時の

値を未修飾時の周波数とした。 
オリゴペプチドの修飾 
電極表面に 50 µΜ オリゴペプチド溶液をそれぞれ滴下し、4℃で一晩放置した。電極を

純水で洗浄した。 
オリゴペプチド修飾電極の周波数測定 
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再び電極を本体にセットし、安定したときの値を読み取った。 
タンパク質の吸着 
オリゴペプチド修飾電極に 1 mg/ml フィブリノーゲン、溶液をそれぞれ滴下し、室温

で 30 分間放置した。 
タンパク質吸着電極の周波数測定 
再び電極を本体にセットし、安定したときの値を読み取った。 
 
3. 4. 4 ペプチド修飾表面への水の接触角 
実験手順 
基板洗浄 
カバーガラスを 25 %アンモニア水：30 %過酸化水素水：純水＝1：1：4 の沸騰水溶液

に 5 分間浸漬し、沸騰した純水にてすすぎを 2 回それぞれ 5 分間行い、自然乾燥させ

た。 
Au/Cr 層のスパッタ 
スパッタリング装置を用い、出力 100 W、アルゴン雰囲気 0.3 Pa にて Cr を 1 分間ス

パッタした。Cr は Au の密着層である。その後引き続き、Au を同条件にて 2 分間スパ

ッタした。 
電極表面の洗浄 
濃硫酸：過酸化水素水=3：1 の Piranha 溶液を滴下し、室温で 5 分間放置後、純水で

洗浄した。 
オリゴペプチドの修飾 
電極表面に 50 µΜ オリゴペプチド溶液をそれぞれ滴下し、4℃で一晩放置した。電極を

純水で洗浄した。 
接触角測定 
オリゴペプチド修飾表面へ 10 µl の純水を滴下し、デジタルマイクロスコープを用いて

接触角を測定した。 

 
3. 4. 5 ペプチド修飾表面へのタンパク質の非特異吸着量 
実験手順 
電極表面の洗浄 
1 %SDS 溶液を含ませた綿棒で電極表面を優しく擦り、純水で洗浄した。さらに、濃硫

酸：過酸化水素水=3：1 の Piranha 溶液を滴下し、室温で 5 分間放置後、純水で洗浄

した。 
未修飾電極の周波数測定 
完全に乾燥させた電極を本体にセットした。周波数が±3 Hz/min 程度に安定した時の

値を未修飾時の周波数とした。 
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オリゴペプチドの修飾 
電極表面に 50 µΜ オリゴペプチド溶液をそれぞれ滴下し、4℃で一晩放置した。電極を

純水で洗浄した。 
オリゴペプチド修飾電極の周波数測定 
再び電極を本体にセットし、安定したときの値を読み取った。 
タンパク質の吸着 
オリゴペプチド修飾電極に 1 mg/ml フィブリノーゲンを滴下し、室温で 30 分間放置し

た。 
タンパク質吸着電極の周波数測定 
再び電極を本体にセットし、安定したときの値を読み取った。 
 
3. 4. 6 細胞パターニング 
実験手順 
[PDMS スタンプの作製] 
SU-8 の塗布 
SU-8 25 を 500 rpm (5s) → 2000 rpm (10s)にて基板洗浄したガラス基板上にスピンコー

ティングした。 
プリベーク 
スピンコート後のガラス基板上に SU-8 25 を更に 4 g 滴下し、 65°C のホットプレート

で 10 分間ベーク後、 95°C のホットプレートで 8 時間ベークした。 
SU-8 の露光 
マスクアライナを用いて、フォトマスクの情報から SU-8 を露光した。露光時間は、480 
秒とした。 
ポストベーク 
露光した SU-8 を 65°C のホットプレートで 5 分間ベーク後、 95°C のホットプレート

で 15 分間ベークした。 
SU-8 の現像 
SU-8 を専用現像液に約 10 分間浸漬、攪拌して現像した。現像後、新たな現像液でリン

スして窒素ガスで乾燥させた。更に、2-プロパノールで基板表面の汚れを充分洗い流し、

窒素ガスで乾燥させた。この段階で、SU-8 のテンプレートが完成した。 
PDMS の調整と塗布 
PDMS 前駆体と硬化剤を 10：1 の質量比で混合したものを、SU-8 テンプレート上に均

一に塗布した。その後、簡易真空ポンプで気泡を除去し、80°C のオーブン内に 30 分間

放置し硬化させた。硬化した PDMS を SU-8 テンプレートから剥がしとり、PDMS スタ

ンプが完成した。 
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[金表面パターニング修飾] 
Au/Cr 層のスパッタ 
スパッタリング装置を用い、総研化学株式会社より提供していただいたマイクロピラー、

もしくはナノピラー構造を表面にもつ光硬化性樹脂シートに、出力 100 W、アルゴン雰

囲気 0.3 Pa にて Cr を 1 分間スパッタした。その後引き続き、Au を同条件にて 2 分間

スパッタした。 
フィブロネクチンコート 
フィブロネクチン溶液をスライドガラス上に少量滴下し、別のスライドガラスを上に被

せることで溶液を均一に広げた。PDMS スタンプを溶液に接触させ、これを基板に密

着させた。1 時間放置したあと、基板を PBS で 2 回洗浄し、乾燥させた。 
ペプチド修飾 
50 µM ペプチド溶液に金基板を浸漬させ、一晩放置した後、純水で洗浄した。 
基板の滅菌 
表面をパターニング修飾した金基板をクリーンベンチ内で 70%エタノール、滅菌水の

順に洗浄して滅菌し、滅菌済みディッシュに入れた。 
細胞の播種 
ヒト線維芽細胞を 10%FBS、1%penicilline/streptomycin 添加培地に 5×105 cells/dish
の密度で播種した。 
培地交換 
播種した細胞をインキュベータ内で 37℃、5%CO2-Air のもとで 24 時間培養した後、

新しいディッシュに移し替えた。 
 
3. 5 結果・考察 
3. 5. 1 溶液中でのペプチド二次構造 

分子動力学計算により、バルク液中でのペプチド二次構造を推定し、これに基づき

4 種類のペプチドを抽出した。本節では、溶液中での二次構造を実験的に確認するため、

円偏光二色性(CD)スペクトル測定を行った。 
それぞれのオリゴペプチドの CD スペクトルを Fig. 3. 9 に示す。CD とは、キラル

な物資が円偏光を吸収する際、左円偏光、右円偏光に対し吸光度に差が生じる現象であ

る。CD スペクトルでは、円偏光の波長に対し、円偏光二色性の大きさをプロットした

ものである。タンパク質やペプチドの αヘリックス、β構造、不規則構造のそれぞれで

紫外領域でのスペクトルパターンが異なるため、二次構造を推定することが可能である。

オリゴペプチド CPPPKEKEKEKEK においては、200 nm 付近に大きな負の極大、また、

225 nm 付近に小さな正の極大が観察された。これは、プロリン由来のポリプロリンヘ

リックスによるものであり、二次構造を形成していることが示された。これは、溶液中

でのペプチド二次構造のシミュレーション結果と一致するものである。一方、その他の
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三種類のペプチドについては、210 nm 付近の楕円率が低く、また 195 nm 付近に負の極

大がみられることから、二次構造を形成していないことが示された[12]。直接の関連は検

討する必要があるが、二次構造を有する CPPPKEKEKEKEK を用いた場合、後に示すタ

ンパク質の吸着が抑制される傾向がみられた。 
 

 
3. 5. 2 金表面上へのペプチド吸着量 

前節までの検討により、溶液中で凝集せず、また二次構造の有無の観点から、4 種

類のペプチド配列を見出した。本節では、QCM を用いてそれぞれのオリゴペプチドの

金表面への吸着量を検討した。 
Fig. 3. 10 に示すように、いずれのオリゴペプチドを修飾した表面においても、ペ

プチド吸着量に大きな差はみられなかった。それぞれのオリゴペプチドが四角配置で金

表面上に配置していると仮定し、分子間距離を求めると約 1.2 ~ 1.4 nm となる。同様

の仮定で計算したアルカンチオール自己組織化単分子膜の分子間距離が約 0.6 nm であ

ること[13]、また、PEG 密度とタンパク質非特異吸着の相関によれば、PEG 鎖密度 0.4 
nm/nm2、つまり分子間距離が約 0.6 nm 程度がしきい値となりアルブミン非特異吸着

が抑制されることが報告されている[14]。アミノ酸のサイズを考慮すると、いずれのペプ

チドも金表面上で密な層を形成していると判断でき、タンパク質の非特異吸着抑制に有

用であることが示唆された。 

 
Fig. 3. 9 オリゴペプチドの吸着量 
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3. 5. 3 ペプチド修飾表面への水の接触角 

これまでの検討により、選択したペプチドが金表面上に密な層を形成することが示

された。本節では、ペプチド修飾による濡れ性の変化を測定するため、ペプチド修飾表

面の水の接触角測定を行った。 
接触角測定の結果、ペプチド修飾により、ペプチド修飾前と比べて金表面が親水性

と な る こ と が 示 さ れ た (Fig. 3. 11) 。 特 に 、 CPPPKEKEKEKEK 、

CFFFKEKEKEKEKEKEK と、KE の繰り返し配列が長いペプチドを修飾した表面程、

親水性の強い表面となった。K や E は、極性が高く、タンパク質中においても表面に

局在している割合が高い。また、両性イオン部分において水和層が形成され、極端に親

水性の高い表面が形成されたと考えられる[15]。水の接触角とタンパク吸着の関連とし

て、末端に種々の官能基を有するアルカンチオールSAMを用いた検討がなされている。

親水性の高い SH-(CH2)11OH、疎水性の高い SH-(CH2)15CH3 を混合して修飾した表面

では、SH-(CH2)11OH の混合割合が高い程親水性の高い表面が形成され、100% SH-
(CH2)11OH の表面では水の接触角が約 20°と、極端に親水性となる。このような表面

ではタンパク質の非特異吸着が疎水性の高い表面と比較して抑制されることが示され

ている[16]。したがって、今回用いたペプチドについてもタンパク吸着が抑制されること

が期待できるため、次節において実際に測定をおこなった。 
 

 
Fig. 3. 10 金表面上へのペプチド吸着量 
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3. 5. 4 ペプチド修飾表面へのタンパク質の非特異吸着量 

ペプチド修飾により密な分子層が形成され、親水性の高い表面が形成された。続い

て実際に、この表面へのタンパク質の非特異吸着抑制能について評価するため、QCM
によりフィブリノーゲン吸着量を測定した。 

Fig. 3. 12 に示すように、いずれのオリゴペプチドを修飾した表面でも、未修飾表

面と比較してタンパク質の吸着は抑制された。しかし、減少割合には大きな差があり、

CPPPKEKEKEKEK を修飾した表面では、フィブリノーゲン吸着量が未修飾表面と比

較して 93%減少し、吸着量は 39 ± 30 ng/cm2 であった。前章で設計した細胞非接着

性オリゴペプチド修飾表面へのフィブリノーゲン吸着量が 38 ± 18 ng/cm2 であった

こと、また PEG を修飾した表面へのフィブリノーゲン吸着は、未修飾表面と比較して

96 ～ 98%抑制されること[17]を考慮すると、タンパク質の非特異吸着抑制層が形成さ

れたと考えられる。また、フィブリノーゲンは代表的な細胞接着性糖タンパクであるフ

ィブロネクチンと構造的に似ており、培養表面に素早く吸着する[18]。したがって、フィ

ブリノーゲンの吸着を抑制できる表面は、細胞接着抑制や、細胞のパターニングに有用

であるといえる。 
  

 
Fig. 3. 11 金表面上への水の接触角 
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3. 5. 5 細胞パターニング 

これまでの検討により、CPPPKEKEKEKEK の修飾により、金表面が極端に親水

性となること、また、フィブリノーゲンの吸着が抑制されることが示された。本節では、

金表面上に細胞非接着領域としてそれぞれのペプチド、細胞接着領域としてフィブロネ

クチンをパターニングすることで、実際に細胞接着を制御可能であるか評価した。 
細胞パターニングの手法として、紫外光の照射によるもの[19]、インクジェットを用

いて直接細胞をパターニングする手法[20]などが報告されており、複数種の細胞のパタ

ーニングや、表面の細胞接着性を制御可能である。本実験では、マイクロコンタクトプ

リンティング技術によりフィブロネクチン、ペプチドのパターニングを行った。マイク

ロコンタクトプリンティング技術ではまず、ミリ～ナノオーダーの形状を持つスタンプ

を作成する。このスタンプの凸部分に分子を塗布し、これを基板に密着させることでパ

ターニングを行う手法である[21]。１枚の基板にパターニング可能な細胞の種類は限ら

れる一方、スタンプのみによって簡便かつ高精度にパターニングが可能である。本実験

では、幅 500 μm、間隔 500 μmのライン状のフィブロネクチンパターンを形成し、そ

の後金基板をペプチド溶液に浸漬することでペプチドとフィブロネクチンのパターン

を形成した。 
このような基板にヒト繊維芽細胞を播種し、観察を行った。その結果、培養 3 時間

後には、CFKEKEKEK 修飾基板以外の三種類のペプチドを修飾した基板では、フィブ

ロネクチンを修飾した領域にのみ細胞が接着し、細胞パターンが観察された。更に培養

を続けたところ、細胞はフィブロネクチン領域内でのみ増殖し、パターン形状は 3 日間

維持された。しかし、培養 6 日目には CFFFKEKEK 修飾基板では、細胞非接着領域に

 

Fig. 3. 12 タンパク質の非特異吸着抑制能 
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も細胞が増殖し、細胞パターンは観察されなかった (Fig. 3. 13) 。一方、

CPPPKEKEKEKEK、および CFFFKEKEKEKEKEKEK を修飾した基板では 6 日間

培養後にも細胞接着領域にのみ細胞が接着し、細胞パターンが観察された。チオール基

を介して金ナノ粒子に接着させた４回の K および E の繰り返し配列を有するペプチド

が、タンパク質溶液中、また無希釈血清中で少なくとも 24 時間安定であることが報告

されている[22]。今回使用した 10%の血清を含む培養培地中においても、4 回以上の KE
の繰り返し配列を有するペプチドは細胞パターンの長期維持が可能であり、安定である

といえる。また、Fig. 3. 13 下に示すように、これら二種類のペプチドでは、金表面に

結合した後配向性を有するペプチド層を形成する傾向が分子動力学計算により示され

ている。つまり、ペプチドが配向性をもつことで細胞パターンの形成や維持に効果が得

られることが示唆された。 

Fig. 3. 13 細胞パターニング（上）ペプチド層の配向性（下） 
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3. 6 本章のまとめ 
本章では、電気化学的細胞脱離に必要な細胞非接着性ペプチドの設計を行った。ま

ず、分子動力学計算により、バルク液中では凝集せず、金表面に結合して分子層を形成

するペプチド配列を抽出した。４種類のペプチドについて溶液中での二次構造、金表面

への吸着量、タンパク質の非特異吸着抑制能、細胞パターニングについて評価を行い、

タンパク 質 の 非 特 異 吸 着 、 細胞接着 を抑制するペプチ ド配列として、

CPPPKEKEKEKEK を見出した。 
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第 4 章 
 

細胞接着性ペプチドを用いた電気化学的細胞脱離 
 

4. 1 はじめに 
本章では、細胞非接着性ペプチド CPPPKEKEKEKEK の末端に細胞接着配列を

付与した細胞接着性ペプチド CPPPKEKEKEKEKGRGDSP の評価を行う。細胞接着

配列の付与によるペプチド吸着密度の変化、また電気化学的細胞脱離の評価を行う。

更に、表面の化学修飾に加え、物理的な凹凸構造を加えることで、電極周囲へのイオ

ン流入を促進させ、より迅速な細胞脱離が可能であることを示す。 
 

4. 2 自己組織化単分子膜 
自己組織化法は、固体表面に種々の分子を配向、集積させる方法の 1 つであり簡

単に高密度かつ高配向な自己組織化単分子膜 (Self-Assembled Monolayer: SAM)を構

築することができ、活発に研究、応用がなされている。自己組織化単分子膜の形成に

は特殊な装置を必要とせず、チオール分子の溶液中に基板を浸漬するだけで容易に形

成できる。 
基板として最もよく用いられている Au(111)面に吸着したアルカンチオール分子

は、金原子の間に規則的に硫黄原子が並んだ(√3  ×  √3)R30°構造をとり、アルキル鎖は

金表面に対して垂直方向から約 30°傾いて密に配列している[1]。 
自己組織化単分子膜は、種々の浸漬条件 (溶媒・濃度・温度・浸漬時間)によって

構造、配向を制御することも可能である。基板としては金を用いるのが代表的である

が、他にも銀、銅、白金、ITO などの酸化物、化合物半導体などでも自己組織化単分

子膜が形成されることが報告されている。 
金属表面をチオール基 (-RSH)や、ジスルフィド基 (-RS-SR-)を有する有機分子の

希薄溶液に浸漬すると、チオール基またはジスルフィド基が金属と強い相互作用をし、

表面に有機分子が固定される。さらに、R の部分が長鎖のアルキル鎖であれば、表面

に固定される際にアルキル鎖同士が、ファンデルワールス力によりタイトにパッキン

グし、金属表面上に分子が整列した単分子膜が形成される。この自己組織化単分子膜

は、多少の環境変化ではその特性が大きく変化することのない安定な表面を提供する

ことができる。更に、チオール基やジスルフィド基とは反対側のアルキル鎖末端に機

能性官能基を有する分子を用いることで種々の機能を固体表面に導入でき、その表面

特性を制御することが可能である。 
アルカンチオールなどの自己組織化単分子膜で被覆された金属電極をアルカリ性

水溶液に浸漬し、負の電位を掃引すると、 
M-RS + e- → M + RS- 
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の還元反応が進行し、吸着していたチオール分子が還元されると共に脱離することが

知られている。この反応量は、サイクリックボルタンメトリーにより還元電流を観測

することで間接的に定量できる。 
 
4. 3 電気化学的細胞脱離の原理 

培養表面から確実に細胞を脱離させるため、設計した細胞接着性オリゴペプチド

をスペーサーとして基板と細胞間に導入した。このペプチドでは、片末端にチオール

基を有するアミノ酸であるシステインを配置し、金基板との化学結合に用いた。また、

リンカーとして 3 つのプロリン、ペプチドを表面で密に自己組織化させるため、プラ

スの電荷をもつリジン、マイナスの電荷を持つグルタミン酸を交互に配置した。更に、

細胞接着のため、システインとの逆末端には細胞接着配列である RGD を配置した。

この細胞接着性オリゴペプチドを修飾した表面に細胞を播種すると、細胞は RGD を

認識してペプチドに接着し、その後、負電位を印加することでペプチドの還元脱離に

伴って細胞を金表面から完全に脱離させることが可能であると考えた。Fig. 4. 1 にそ

の様子を示した。 

  

 
 

Fig. 4. 1 電気化学的細胞脱離の原理 
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4. 4 実験 
4. 4. 1 試薬・装置 

以下に、実験に用いた試薬および装置を示す。特に記述のないものは、全て市販品

を使用した。試薬の調製には、MilliQ 水を用いた。 
 
【試薬】 
・オリゴペプチド 
CPPPKEKEKEKEK, 株式会社スクラム 
CPPPKEKEKEKEKGRGDSP, 株式会社スクラム 
・MEM-α：gibco, 12561 
・ヒト線維芽細胞 
・カバーガラス 
・マイクロピラー基板 
 
【装置】 
・AFFINIX QN, initium 
・電気化学測定装置：AUTOLAB EN 55022, Eco Chemie 
・Ag/AgCl 参照電極: #2080A, HORIBA. 
・金電極: AUE 金電極, BAS 
・スパッタデポジション装置:CFS-4ES-231, Shibaura Eletec 
・ポテンショスタット／ガルバノスタット: HA-151, Hokuto denko 
・位相差顕微鏡： IX-71, Olympus 
・走査型電子顕微鏡: Miniscope, 日立ハイテク 
 
4. 4. 2 細胞接着性ペプチドの金表面上への吸着量 
実験手順 
電極表面の洗浄 
1 %SDS 溶液を含ませた綿棒で電極表面を優しく擦り、純水で洗浄した。さらに、濃硫

酸：過酸化水素水=3：1 の Piranha 溶液を滴下し、室温で 5 分間放置後、純水で洗浄

した。 
未修飾電極の周波数測定 
完全に乾燥させた電極を本体にセットした。周波数が±3 Hz/min 程度に安定した時の

値を未修飾時の周波数とした。 
オリゴペプチドの修飾 
電極表面に 50 µΜ オリゴペプチド溶液をそれぞれ滴下し、4℃で一晩放置した。電極を

純水で洗浄した。 
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オリゴペプチド修飾電極の周波数測定 
再び電極を本体にセットし、安定したときの値を読み取った。 

 
4. 4. 3 細胞接着性ペプチドの還元脱離電位の測定 
実験手順 
金電極の研磨 
電極表面を水で洗い、水分を拭き取り、研磨用ダイヤモンドで研磨した。その後、アル

ミナ研磨パットにより表面が鏡面になるまで充分研磨した。電極表面を蒸留水で洗浄し、

乾燥させた。 
細胞接着性ペプチドの修飾 
金電極を 50 µM 細胞接着性ペプチド溶液に浸漬し、一晩放置した後、純水で洗浄し、

乾燥させた。 
サイクリックボルタンメトリー 
細胞接着性オリゴペプチド修飾金電極を作用極、市販の Ag/AgCl 電極を参照極、白金

線を対極とし、これらを AUTOLAB に接続した。あらかじめ 20 分間窒素ガスをバブ

リングした 0.5 M KOH の電解液中で作用極に電位を掃引した。掃引条件は、電位のス

イープ範囲 0 ~ -1.0 V (vs. Ag/AgCl)、掃引速度を 20 mV/s とした。 

 
4. 4. 4 細胞接着性ペプチド修飾表面への細胞接着・電気化学的細胞脱離 
実験手順 
基板洗浄 
カバーガラスを 25 %アンモニア水：30 %過酸化水素水：純水＝1：1：4 の沸騰水溶液

に 5 分間浸漬し、沸騰した純水にてすすぎを 2 回それぞれ 5 分間行い、自然乾燥させ

た。 
Au/Cr 層のスパッタ 
スパッタリング装置を用い、出力 100 W、アルゴン雰囲気 0.3 Pa にて Cr を 1 分間ス

パッタした。Cr は Au の密着層である。その後引き続き、Au を同条件にて 2 分間スパ

ッタした。 
細胞接着性オリゴペプチドの修飾 
金基板を 50 µM 細胞接着性オリゴペプチド溶液に浸漬し、一晩放置した後、純水で洗

浄し、乾燥させた。 
基板の滅菌 
細胞接着性オリゴペプチドを修飾した金基板をクリーンベンチ内で 70％エタノール→

滅菌水の順に洗浄して滅菌し、ϕ 35 mm の滅菌済ディッシュに入れた。 
細胞の播種 
ヒト線維芽細胞を 10%FBS 添加培地に 0.5 × 105 cells/ml の密度で懸濁し、1 ディッシ
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ュあたり 2 ml 量、つまり 1.0 × 105 cells/ml の密度で細胞を播種した。 
細胞の培養 
播種した細胞をインキュベータ内(37°C, 5% Co2-Air)のもとで 24 時間培養した。 
電位の印加 
細胞培養基板のパッドとなる部分の細胞および水滴を綿棒で除去し、これを作用極、市

販の Ag/AgCl 電極を参照極、白金板を対極とし、三電極系を形成した。これらをポテン

ショスタットに接続し、PBS 中で定電位- 1.0 V を一定時間印加した。 
細胞数のカウント 
電位印加後、基板を別のディッシュに移し、位相差顕微鏡画像を CCD カメラによって

撮影した。撮影箇所は基板の中央付近を 3 箇所とした。撮影後、残存細胞数をカウン

トした。 

 
4. 4. 5 マイクロ凹凸構造の電気化学的細胞脱離への応用 
4. 4. 5. 1 ナノインプリンティング技術 

ナノインプリンティング技術とは、表面にマイクロ・ナノオーダーの凹凸形状をも

つ金属モールドを樹脂などに押し付け、形状を転写する微細加工技術である(Fig. 4. 2)[3]。

既存のリソグラフィ技術と比較し、低コストかつプロセス数も少なく、簡便な装置でマ

イクロ・ナノオーダーのパターンを基板上に作製可能な技術として、半導体などの電子

デバイス、光デバイス、化学・バイオデバイス、MEMS などへの応用が検討されてい

る。今回実験に用いた基板は、ニッケルモールドを用い、スチレン樹脂にマイクロピラ

ーを作製した基板である。 

 
4. 4. 5. 2 マイクロピラー基板上での電気化学的細胞脱離 
実験手順 
Au/Cr 層のスパッタ 
スパッタリング装置を用い、総研化学株式会社より提供していただいたマイクロピラー、

もしくはナノピラー構造を表面にもつ光硬化性樹脂シートに、出力 100 W、アルゴン雰

囲気 0.3 Pa にて Cr を 1 分間スパッタした。その後引き続き、Au を同条件にて 2 分間

スパッタした。 

 
Fig. 4. 2 ナノインプリンティング技術[3] 
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SEM 観察 
スパッタ後の基板を SEM により観察し、形状の崩れなどがないか確認した。 
細胞接着性オリゴペプチドの修飾 
金基板を 50 µM の細胞接着性オリゴペプチド溶液に浸漬し、一晩放置した後、純水で

洗浄し、乾燥させた。 
基板の固定 
ペプチドを修飾した金基板を、5°C 以上で自己吸着能を示すゴムシートによって ϕ 60 
mm の滅菌済ディッシュに固定した。 
基板の滅菌 
金基板をクリーンベンチ内で 70％エタノール→滅菌水の順に洗浄して滅菌した。 
細胞の播種 
ヒト線維芽細胞を 10%FBS 添加培地に 0.5 × 105 cells/ml の密度で懸濁し、1 ディッシ

ュあたり 2 ml 量、つまり 1.0 × 105 cells/ml の密度で細胞を播種した。 
細胞の培養 
播種した細胞をインキュベータ内(37°C, 5% Co2-Air)のもとで 24 時間培養した。 
電位の印加 
細胞培養基板のパッドとなる部分の細胞および水滴を綿棒で除去し、これを作用極、市

販の Ag/AgCl 電極を参照極、白金板を対極とし、三電極系を形成した。これらをポテン

ショスタットに接続し、PBS 中で定電位- 1.0 V を一定時間印加した。 
細胞数のカウント 
電位印加後、基板を別のディッシュに移し、位相差顕微鏡画像を CCD カメラによって

撮影した。撮影箇所は基板の任意の位置を 5 箇所とした。撮影後、残存細胞数をカウ

ントした。 

 
4. 4. 5. 3 マイクロピラー基板上での細胞シートのコラーゲンゲルへの転写 
実験手順 
Au/Cr 層のスパッタ 
スパッタリング装置を用い、総研化学株式会社より提供していただいたマイクロピラー、

構造を表面にもつ光硬化性樹脂シートに、出力 100 W、アルゴン雰囲気 0.3 Pa にて Cr
を 1 分間スパッタした。その後引き続き、Au を同条件にて 2 分間スパッタした。 
細胞接着性オリゴペプチドの修飾 
基板を 50 µMの細胞接着性オリゴペプチド(CPPPKEKEKEKEKGRGDSP)溶液に浸漬し、

一晩放置した後、純水で洗浄し、乾燥させた。 
基板の滅菌 
基板をクリーンベンチ内で 70％エタノール→滅菌水の順に洗浄して滅菌した。 
細胞の播種 
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ヒト線維芽細胞を 10%FBS 添加培地に 5.0 × 105 cells/ml の密度で懸濁し、1 ディッシ

ュあたり 2 ml 量、つまり 1.0 × 106 cells/ml の密度で細胞を播種した。 
細胞の培養 
播種した細胞をインキュベータ内(37°C, 5% Co2-Air)のもとで培養した。 
コラーゲンゲルの作製 
3 日間培養後、基板周囲の培養液をキムワイプで拭き取り、この上に PDMS で作製した

枠を取り付けた。枠内にコラーゲン溶液を導入し、30 分間インキュベータ(37°C, 5% Co2-
Air)内でゲル化させた。 
細胞シートの転写 
枠が外れないよう、クリップで固定した後、銀－塩化銀電極を参照極、白金板を対

極、マイクロピラー基板を作用極として三電極系を形成したビーカー内で、-1.0 V (vs. 
Ag/AgCl)を 1 分間印加した。電位印加後、コラーゲンゲルを剥がし、別のディッシュ

に移し、位相差顕微鏡観察を行った。 

 
4. 5 結果・考察 
4. 5. 1 細胞接着性ペプチドの金表面上への吸着量 

細胞非接着性ペプチド、細胞接着性ペプチドの吸着量を Fig. 4. 3 に示す。細胞接

着性ペプチドについても、細胞非接着性ペプチドとほぼ同等の吸着量となった。それぞ

れペプチドが金表面上に四角配置で配置していると仮定すると、分子間距離は細胞非接

着性ペプチドについては約 1.3 nm、細胞接着性ペプチドでは約 1.5 nm となり、いずれ

のペプチドも密な層を形成していることが示された。また、金表面に結合後のペプチド

分子の安定化を分子動力学計算によりシミュレーションしたところ、細胞接着性ペプチ

ドは金表面に結合後、青で示される両性イオン部分で密な層を形成し、緑で示される細

胞接着配列が表面に露出した形で安定となることが示唆された(Fig. 4. 4)。 
RGD ペプチドを介して細胞を直接接着させるための表面として、アルカンチオー

ル SAM の末端に細胞非接着層としてトリエチレングリコールを修飾し、この細胞非接

着層上に RGD 配列を配置した表面が設計されている[4]。このように化学的に規定され

た安定な表面を用いて、RGD ペプチドと細胞内のインテグリンとの相互作用が明らか

にされている。本研究で設計した細胞接着性ペプチドについても、細胞非接着層を介し

て RGD ペプチドを配置したものであり、吸着タンパクではなく RGD を介した細胞接

着が可能であると考えられる。 
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Fig. 4. 3 細胞接着性ペプチドの吸着量 
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Fig. 4. 4 細胞接着性ペプチドの金表面上での安定化 

(青：両性イオン部分 緑：細胞接着部位) 
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4. 5. 2 細胞接着性ペプチドの還元脱離電位 
細胞接着性ペプチドを用いて、金表面から還元脱離する際に発生する還元電流のピ

ーク電位を、サイクリックボルタンメトリーによって測定した(Fig. 4. 5 )。赤は 1 回目

のスキャン、黒、青はそれぞれ 2, 3 回目のスキャンを示している。細胞接着性オリゴペ

プチドの脱離ピーク電位は、- 0.87 V(vs. Ag/AgCl)であった。このピークは、1 回目の

スキャンでは明確に現れているが、2 回目、3 回目のスキャンではピーク高さが減少し

ており、細胞接着性オリゴペプチドが脱離していることがわかる。従来法であるアルカ

ンチオールSAM、ブリッジ型ペプチドの還元脱離電位はそれぞれ-0.93 V(vs. Ag/AgCl)、
-0.71 V(vs. Ag/AgCl)であり、-1.0 V(vs. Ag/AgCl)の電位印加により細胞を脱離させてい

た[5, 6]。また、アルカンチオール SAM の還元脱離電位は電解液の pH による影響をう

けることが報告されており、pH が大きくなるほど脱離電位は負にシフトする[7]。サイ

クリックボルタンメトリー測定は強塩基中で行ったが、細胞脱離実験は pH 7.4 の PBS
中で行うため、脱離電位も若干シフトすると考えられる。以上の結果より、本研究で設

計した細胞接着性オリゴペプチドについても、金表面から脱離させるには-1.0 V(vs. 
Ag/AgCl)の電位を印加すれば充分であることがわかった。 

  

 
Fig. 4. 5 細胞接着性ペプチドの還元脱離電位 
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4. 5. 3 細胞接着性ペプチド修飾表面への細胞接着・電気化学的細胞脱離 
細胞接着性ペプチド、細胞非接着性ペプチドそれぞれを修飾した基板での培養 24

時間後の接着細胞数を Fig. 4. 6 に示す。細胞非接着性ペプチド修飾表面への接着細胞

数は 6 ± 7 cells/mm2であったのに対し、細胞接着性ペプチド修飾表面においては 125 
± 8 cells/mm2の細胞が接着したことから、細胞接着性ペプチドの RGD を認識し、細

胞が接着可能であることが示された。また、接着細胞数は、従来法であるブリッジ型ペ

プチドとほぼ同等であり、細胞が良好に接着していることが示された。 

続いて、細胞接着性ペプチド修飾基板上に接着した細胞の電気化学的脱離について

評価した。Fig. 4. 7 に示すように、電位印加に伴い細胞が脱離し、4 分間の電位印加で

基板上のすべての細胞が脱離した。この様子を定量的に示した結果が Fig. 4. 8 である。

ここで、縦軸は電位印加前に基板に接着していた細胞数を 100%としたときの残存細胞

率 (%)を示しており、横軸は、電位印加時間を表している。 
分子を修飾していない基板においても、一部の細胞が脱離しているが、これには、

2 つの原因が考えられる。1 つは、細胞は吸着タンパクや細胞外マトリックスを介して

金基板に接着しており、これらの一部が負電位の印加により除去されたこと、また、も

う 1 つはもともと接着が充分ではない一部の細胞が基板を溶液中に出し入れする際に

脱離してしまったことである。従来法であるブリッジ型オリゴペプチドを用いた場合は

5 分間の電位印加後にも 10％ほどの細胞が残存している。一方、今回設計した細胞接着

性ペプチドを修飾基板では、4 分間の電位印加により基板上の全ての細胞が脱離した。

既存の細胞脱離技術と比較すると、温度応答性ポリマーを用いた手法の場合、40～60 分

程[8, 9]、紫外光を用いた手法の場合、3 時間程の時間を要する[10]ことから、本手法はよ

り迅速な手法であるといえる。 

 

Fig. 4. 6 細胞接着性ペプチド修飾表面への細胞接着 
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Fig. 4. 7 電気化学的細胞脱離の様子 
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Fig. 4. 8 電気化学的細胞脱離の定量評価 
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4. 5. 4 マイクロピラー基板上での電気化学的細胞脱離 
これまでに設計した細胞非接着性ペプチドの末端に細胞接着配列を付与した細胞

接着性ペプチドによる電気化学的細胞脱離の評価を行った。細胞接着性ペプチドを用い

た場合も細胞非接着性ペプチドと同等の吸着量が得られ、細胞が RGD を認識して良好

に接着することを示した。更に、電位印加による細胞脱離を評価したところ、4 分間の

電位印加により基板上の全ての細胞が脱離した。従来法のブリッジ型ペプチドを用いた

際の残存細胞の問題を解決し、より確実な細胞脱離技術が実現された。 
一方で、より迅速な細胞脱離を目指す上で障害となるのは、細胞そのものによる

電気的抵抗である。これまで、金－チオレート結合の還元脱離に-0.87 V（vs. 
Ag/AgCl）の電位印加が必要であることを実験的に明らかにしているが、細胞のよう

な巨大な物体が接着していると、電極全体への均一な電位印加が妨げられる可能性が

ある。そこで本節では、綜研化学株式会社より提供していただいた、ナノインプリン

ティング技術によって作製されたマイクロピラー構造を有する培養基板を用い、細胞

周囲からのイオン流入を促進する工夫を施した。 
Fig. 4. 9 に、今回使用したマイクロピラー基板の形状値、SEM 画像を示した。マ

イクロピラー、ナノピラー共に直径、周期は細胞のサイズよりも小さい。SEM 画像よ

り、スパッタの際にピラーが変形するといったことはないことを確認した。Fig. 4. 10
には、細胞接着性ペプチドを修飾したマイクロピラー、およびフラットそれぞれの基板

にヒト線維芽細胞を播種し、24 時間培養した結果を示している。マイクロピラー基板

上では、フラットな金基板と比較して接着細胞数は少なく、細胞は伸展せず丸まった形

状であり、典型的な細胞の最大長さを概算すると、ナノピラー上では約 25 μm、マイク

ロピラー上では約 35 μm、フラット基板上では約 180 μmであった。マイクロピラー基

板上では接着可能な面積が限定されるため、細胞は伸展できずに丸まった形態となった

と考えられる[11]。細胞の接着状態については、アクチンフィラメントや接着斑を染色す

ることにより、より詳細に解析が可能である。また、細胞形態が丸く、接着面積が小さ

いため、マイクロピラー上の細胞はより脱離しやすくなることが予想される。 

 

Fig. 4. 9 マイクロピラー基板 
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そこで実際に、24 時間培養後の細胞を電位印加により脱離し、評価した。Fig. 4. 11
は、電位印加前の接着細胞数を 100%として、電位印加に伴う残存細胞数の割合を示

したものである。マイクロピラー基板、フラット基板いずれの場合も、全ての細胞を

脱離させるには、3 分程の時間を要した。一方、1 分後での脱離割合を比較すると、フ

ラット基板上では 40%程であったのに対し、マイクロピラー上の細胞では、約 70%の

細胞が脱離した。マイクロピラー基板を用いることで、電位がより均一に印加された

と考えられる。 

 

Fig. 4. 10 マイクロピラー基板上の細胞 

 

Fig. 4. 11 マイクロピラー基板上での電気化学的細胞脱離 
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4. 5. 5 マイクロピラー基板上での細胞シートのコラーゲンゲルへの転写 
これまでの検討により、電位印加により、分散した状態の細胞を脱離可能である

ことを示してきた。一方で、細胞間接着を保ったシート状態のまま回収することがで

きれば、本技術を再生医療へと応用可能であると考えられる。そこで本節では、細胞

シートのコラーゲンゲルへの転写を行い、マイクロピラー基板の有用性を評価した。

電位印加によるペプチド脱離、マイクロピラー基板の効果に加え、細胞シートを細胞

外マトリックスの一種であるコラーゲンゲルで覆うことにより、細胞シートがコラー

ゲンゲル側により強く接着し、迅速に転写が可能であると考えられる。実際、ガラス

基板上に接着した細胞をコラーゲンゲルで覆い、1 日培養した後にガラス基板を取り

除くことで細胞をコラーゲンゲルへと転写可能であることが報告されている[12]。 
まず、マイクロピラー基板上での細胞増殖を評価した。金をスパッタし、細胞接着

性ペプチドを修飾したマイクロピラー基板上での結果が Fig. 4. 12 である。マイクロピ

ラーピラー上での線維芽細胞の増殖について、ピラー間隔が 2 μm以下の場合にはフラ

ット基板と同等の増殖を示すが、4 μm以上の場合には接着面積が低下し、増殖率が低

下する報告がされている[13]。今回使用したピラー間隔 3 μmの場合、フラット基板と比

較して増殖率は若干低下するが、徐々に増殖していく様子が観察された。 

 
Fig. 4. 12 マイクロピラー基板上の細胞増殖 
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更に細胞シートを形成させるため、より細胞密度の濃い条件で培養を行い、細胞シ

ートの形成、コラーゲンゲルへの転写を行った。まず、金スパッタ、ペプチド修飾前の

スチレン表面のマイクロピラー基板では、接着細胞数は少なく、培養を続けても細胞シ

ートが形成されることはなかった(Fig. 4. 13)。スチレンは疎水性が高く細胞の接着しに

くい表面であり[14]、また、マイクロピラーにより細胞接着面積が限定されるため、細胞

接着、増殖率の低い表面であったと考えられる。 
一方、スチレン表面のマイクロピラー基板に金スパッタ、ペプチド修飾を行ったと

ころ、培養 1 日後には細胞シートが形成された。ペプチド修飾により表面に RGD が提

示され、細胞が良好に接着可能な表面が作製された。培養を続けると、配向性のある細

胞シートとなり、3 日培養後、コラーゲンゲルへと転写を行ったところ、1 分間の電位

印加により、基板上の細胞がコラーゲンゲルへと転写された(Fig. 4. 14)。電位印加によ

る細胞接着性ペプチド脱離の効果に加え、コラーゲンゲルを用いることで細胞シートが

コラーゲンゲル側により強く接着し、迅速な細胞シート脱離が実現されたと考えられる。 
今回、マイクロピラー基板上において細胞が一方向に配向した細胞シートが形成さ

れた。例えば、骨格筋組織では、筋繊維が同一方向に配向したかたちで束となり、筋肉

としても力学的な機能を発揮しているが、マイクロピラー基板によって細胞の配向性を

制御した細胞シートを回収し、重ねることで機能的な組織を構築可能であると考えられ

る。 
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Fig. 4. 13 スチレンマイクロピラー基板上の細胞 
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Fig. 4. 14 細胞シートのコラーゲンゲルへの転写 
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4. 6 本章のまとめ 
  本章では、新たに設計した細胞非接着性ペプチドの末端に細胞接着配 RGD を付

与した細胞接着性ペプチドを用いて、電気化学的細胞脱離の評価を行った。細胞接着

性ペプチドを修飾した表面上で細胞を培養し、金表面に負電位を印加したところ、基

板上に接着した全ての細胞が脱離可能であった。また、細胞自体の電気的抵抗を考慮

し、電気化学的細胞脱離をマイクロピラー基板へと応用し、細胞シートを迅速かつ確

実にコラーゲンゲルへと転写可能であることを示した。 
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第５章 

 
総括 

 

第 1 章では、本研究の背景として、従来の臓器移植や人工臓器に変わる新しい治療

法としての再生医療について、その社会的意義と注目される組織工学的アプローチにつ

いて述べた。組織工学的アプローチとして、生体足場材料を利用し、皮膚や骨などの生

体内でも比較的単純な組織が構築可能となってきたものの、心筋や肝組織などのような

組織特有の特性が重要となる多くの組織や臓器の構築は困難である状況を示した。そこ

で、生体足場材料ではなく、細胞のみからなる生体類似組織を生体外で構築するという

手法が有用であり、これを実現するために不可欠な組織回収技術について過去の研究例

を挙げた。研究例として挙げた手法の 1 つである電気化学的な細胞回収法には、安全性

や残存細胞といった問題点があり、これらを克服し、安全かつ確実な細胞脱離技術の開

発を本研究の目的として明示した。 
これを達成するため、本研究で使用した細胞接着性、細胞非接着性の２種類のオリ

ゴペプチドの設計について述べた。 
 

第 2 章では、設計した細胞非接着性オリゴペプチド(配列: CGGGKEKEKEK)の修

飾により、代表的な糖タンパクであるフィブロネクチンやフィブリノーゲンの吸着が未

修飾表面と比較して 90%程度まで抑制できることを示した。更に、2 種類のオリゴペプ

チドを混合して修飾した表面において、細胞接着性オリゴペプチドの割合が 0.1%以上

の表面では細胞が良好に接着、伸展し、増殖するのに対し、0.01%以下の表面において

は細胞の初期接着は抑制され、増殖率も低いことを示した。細胞接着性ペプチド(配列: 
CGGGKEKEKEKGRGDSP)修飾表面で細胞を培養し、金表面に負電位を印加すること

本論文の構成 
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 第 5 章 総括 
 

で基板上のマウス線維芽細胞を脱離可能であること、また、ヒト間葉系幹細胞シートの

回収が可能であることを示した。 
 
  第 3 章では、より確実な細胞脱離技術の確立を目指し、自己組織化ペプチドの配列

をより詳細に検討した。自己組織化ペプチドを金表面に結合するためのアンカー、表面

との相互作用を遠ざけるためのリンカー、自己組織化に関わる両性イオン部分に分けて

デザインし、リンカー、両性イオン配列の種々の組み合せからタンパク質の非特異吸着

を抑制可能なペプチド配列として、CPPPKEKEKEKEK を新たに見出した。この細胞

非接着性ペプチドの修飾により、タンパク質の非特異吸着、細胞接着を抑制可能であり、

電気化学的細胞脱離に有用である可能性を示した。 
   
  第 4 章では、3 章で設計した細胞非接着性ペプチドの末端に細胞接着配列 RGD を

付与した細胞接着性ペプチド(配列: CPPPKEKEKEKEKGRGDSP)を用いて電気化学

的細胞脱離の評価を行い、この細胞接着性ペプチドを修飾した基板上で培養したヒト線

維芽細胞を金表面への負電位の印加により脱離させられることを示した。 
  更に、表面の凹凸構造を加えることでヒト線維芽細胞をコラーゲンゲルへ確実かつ

迅速に転写可能であることを示した。 
 
  本研究では、自己組織化ペプチドの設計を行うことでタンパク質の非特異吸着を抑

制しつつ細胞が接着可能なペプチド設計、および基板表面の物理的な凹凸構造を組み合

わせることで、確実かつ迅速な細胞脱離技術を確立した。 
  今後、細胞特異的に接着可能なアプタマー、内皮細胞接着配列として知られる

REDV 配列などを細胞接着部位として用いることで、細胞選択的な脱離技術への応用

も可能であると考えている。 

 
細胞選択的脱離技術 

目的細胞

その他の細胞

金表面

自己組織化
ペプチド

アプタマー、
REDV etc.

電位印加
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