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In the multileveled bio-engineering including amino-acids, proteins, organelle, cells, tissues, and organs, control of

hetero-biointerfaces is a key technology. In particular, recent development of nanotechnology has made the nanoscaled

control possible. In this article, we selected current topics in the hetero-biointerfaces. In the layer-by-layer stacking

technique of cells, artificial tissues similar to a blood vessel has been realized. Phospholipid polymers similar to cell

membrane were used to control the biomaterial surfaces. Properties of their interfaces with proteins are analyzed

focusing on functions of the interface water layers. Selective adsorption of protein molecules on a solid surface is also

demonstrated. In the biointerface engineering, nanoscale control play crucial roles.
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1．は じ め に

生体は階層構造を持つ。原子から順に，アミノ酸

（amino acid）などの分子量の小さい分子，アミノ酸が結

合して特定の立体構造と機能を発現したタンパク質

（protein），細胞内で生命活動の一部分を担う細胞内小器

官（organelle），生命の基本単位である細胞（cell），多

数の細胞が共同して特定の機能を獲得した組織(tissue)，

組織が集まって形成される心臓や目などの器官（or-

gan），そして生物個体に至る階層である。こうした生体

の要素が集合して高次の機能をつくる段階では，それら

要素間の界面が重要な働きを持つ。例えば多数の細胞が

集合して組織を形成するとき，この界面は細胞同士が直

接接着しているのではなく，細胞外マトリクスと呼ばれ

る細胞間の物質が大きな役割を果たしていることが認識

されている。また，バイオデバイスや生体内デバイスに

おいては，無機材料やポリマーなどの固体表面と生体分

子との相互作用の制御が重要である。一方，近年のナノ

テクノロジーの発展は，これら異種（ヘテロ）界面の性

質をナノスケールで評価し，人工的に制御することを可

能にしつつある。その結果，バイオセンサーを初めとす

る生体/固体融合デバイス技術や，生体組織の再生をナ

ノスケールで制御する研究が活発に行われるようになっ



てきた1, 2)。

本研究紹介では，さまざまな生体ヘテロ界面のナノス

ケール制御の中で，今注目の集まっているテーマを取り

上げた。第 2節で取り上げる細胞の積層は，細胞から人

工的に組織を作る上で必須の技術である。ここでは細胞

に細胞外マトリクスを積層し，細胞が積層する足場を作

る技術が鍵となる。あらゆるバイオデバイスでは，タン

パク質の非特異吸着が最重要課題の一つである。第 3節

では，生体適合性ポリマーと生体とのヘテロ界面に関す

る研究を，特に界面水の存在に注目して紹介する。最後

に，無機固体表面がタンパク質分子を選択的に吸着でき

る可能性を第 4節で紹介する。

2．細胞の界面制御による積層組織の創製

（松崎典弥，明石 満）

2. 1 交互積層法の概要

生体組織は，タンパク質や糖タンパク質で構成される

細胞外マトリックス（ECM）と様々な種類の細胞によ

り複雑かつ高度に組織化された構造を有し，機能を発現

している。細胞は，外部との情報交換や機能発現を細胞

膜界面で制御しており，ECMは細胞界面のマイクロ環

境を制御し，細胞機能に重要な役割を果たしている3)。

例えば，細胞接着とは細胞膜のインテグリン分子と

ECM成分であるコラーゲンやフィブロネクチン（FN）

の相互作用であり，また，FNと細胞膜分子の相互作用

が細胞の生存や増殖，シグナル伝達，分化誘導に強く影

響することが明らかにされている4)。ECM成分は一般

的に数十ナノから数百マイクロメートルの直径を有する

線維として細胞周囲に存在し，細胞のベッドとして存在

している5)。したがって，様々な種類の細胞と ECM成

分の線維マトリックスをうまく複合化することができれ

ば，再生医療で切望されている生体外での人工組織の構

築が達成できると期待される。近年，ハイドロゲルや自

己組織化バイオマテリアルを人工 ECMとして用いた細

胞のマイクロ環境の制御と再生医療への応用が研究され

ているが6, 7)
，様々な種類の細胞の三次元的な配置を制

御し，生体組織に類似の構造を構築することは困難であ

った。

著者らは，細胞の表面に ECMの薄膜を形成すること

で次層の細胞の接着足場が提供され，細胞の表面に細胞

を接着することが可能となり，様々な種類の細胞の三次

元的な配置を制御して組織化できると考えた。つまり，

細胞を一層ずつ積み上げていく方法（積層化）である。

本手法が可能であれば，細胞と ECM成分を三次元的に

複合化できると期待される。著者らは，生体高分子や他

の高分子電解質の多層薄膜を容易に調製できる交互積層

法8)を用い，細胞表面に様々な生体高分子または合成高

分子のナノ薄膜を調製した。興味深いことに，FNの結

合ドメインを介した相互作用による薄膜のみ細胞表面で

薄膜から線維へ形態を変化し，天然の ECM線維と類似

の構造と機能を示すことが明らかとなった。また，この

ナノ薄膜を細胞表面に形成して細胞を積層化すること

で，ヒト血管壁や骨格筋に類似した積層組織モデルの構

築が可能であった。本手法は，細胞界面のマイクロ環境

の制御と細胞の積層化を可能とする新しいナノバイオ技

術として期待される。

2. 2 細胞表面へのナノ薄膜形成と細胞毒性

交互積層法（LbL法）は，これまで困難であった高分

子電解質の多層薄膜が容易に調製できる高分子積層技術

として 1991年に G. Decherらによって見出された手法

である9)。相互作用を有する二種類の高分子溶液へ基板

を交互に浸漬するだけでナノからマイクロオーダーの薄

膜が調製できるため，これまで幅広く研究が展開されて

きた。細胞表面への交互積層薄膜の調製は 2001年から

報告されており，中空カプセルの調製10)や膵島細胞の免

疫隔離膜としての応用11)が研究されている。著者らは，

細胞表面に形成した膜厚を直接測定することは困難であ

るため，細胞膜モデルとしてリン脂質二分子膜を用いて

薄膜の形成を評価した。薄膜の形成は，水晶発振子マイ

クロバランス（QCM）を用いて評価した。QCMとは，

物質が吸着した時の水晶の振動数の減少から吸着量を求

めることができるナノグラムの天秤と考えていただきた

い12). Krishna ら の 報 告13) に 従 い，1,2-dipalmitoyl-sn-

glycero-3-phosphatidylcholine（DPPC）と 1,2-dipalmitoyl-

sn-glycero-3-phosphate（DPPA）の 4：1のリン脂質二分

子膜を QCM基板上に作成し，この基板を 0.2 mg/mLの

FN/トリス緩衝液（50 mM, pH＝7.4）に 37℃で 1分間浸

漬し，トリス緩衝液を用いて洗浄後に振動数を測定し

た。次に，0.2 mg/mLのゼラチン（G）またはデキスト

ラン硫酸（Dex）/トリス緩衝液（50 mM, pH＝7.4）に

37℃で 15分間浸漬し，洗浄後に振動数を測定した。こ

のステップを繰り返すと逐次的な振動数の減少が観察さ

れ，FN-Gおよび FN-Dex薄膜の形成が示唆された。膜

厚は交互積層回数に依存して増加し，10∼20回でおよ

そ 10∼100 nmの薄膜が調製できた。つまり，細胞膜表

面においても同程度の膜厚の各薄膜が調製できると考え

られる。興味深いことに，FNと Gや FNと Dexの組み

合わせは中性のトリス緩衝液中で双方マイナスチャージ

を帯びているにもかかわらず，薄膜が逐次的に調製され

た。これは，FNがコラーゲン結合ドメインやヘパリン

結合ドメインを有しており，FNドメインとの相互作用

によると推察される4, 14)。形成した薄膜は 10%のウシ胎
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仔血清（FBS）を含む Eagle’s培地中で安定であった。

細胞膜表面への薄膜形成を評価するため，ローダミン

ラベル化 FN（Rh-FN）と Gを用いてマウス L929線維

芽細胞表面へ薄膜を調製し，蛍光顕微鏡で観察した。セ

ルトラッカーグリーンで細胞膜を蛍光ラベル化したマウ

ス L929線維芽細胞を基板に接着させた後，上記手法で

細胞表面へ薄膜を調製した。蛍光顕微鏡観察の結果，細

胞由来の蛍光と薄膜由来の蛍光が完全に一致し，細胞表

面への Rh-FN-G薄膜の形成が示唆された。他の組み合

わせにおいても同様に膜の形成が確認された。また，交

互積層ステップ数の増加に伴い Rh-FNの蛍光強度が増

加したことから，細胞膜表面においても逐次的な薄膜の

形成が確認された。細胞表面に調製された各薄膜の細胞

毒性を調べる目的で，薄膜を調製してから 24時間後の

細胞数と膜厚の関係を検討した（Fig. 1）。興味深いこと

に，FNの結合ドメインを介した相互作用を駆動力とす

る FN-Gと FN-Dex薄膜の場合，膜厚に依存せず細胞毒

性は見られなかったが，静電的相互作用を駆動力とする

薄膜の場合は膜厚に依存した細胞毒性が観察された。詳

細な理由はまだ明らかではないが，カチオン性のタンパ

ク質や高分子が細胞膜表面に濃縮され，膜表面のシアル

酸や膜タンパク質に結合することで細胞毒性が発現した

と考えられる。静電的相互作用を駆動力とする交互積層

薄膜への細胞接着に関するこれまでの研究では，カチオ

ン性表面では培地中の接着タンパク質が吸着しやすいた

め，細胞接着性が向上することが報告されている15)。つ

まり，交互積層薄膜へ細胞が直接接着するのではなく，

薄膜表面へ吸着した接着タンパク質を介したインテグリ

ンとの相互作用により接着するため，薄膜が細胞の上か

下かという違いではなく，薄膜と細胞の接触が根本的に

異なると考えられる。以上より，交互積層薄膜を細胞表

面に形成する場合，細胞膜表面へ直接薄膜が形成される

ため，薄膜への細胞接着とはその影響が大きく異なるこ

とが初めて明らかとなった。

2. 3 細胞表面でのナノ薄膜の形態変化

細胞表面に形成した薄膜がどのような形態をしている

か観察するため，Rh-FNと FITCラベル化 G（FITC-G）

を用いて細胞表面へ 21 nmの薄膜を調製し，蛍光顕微

鏡により経時的に観察した。薄膜調製直後は細胞表面に

均一に蛍光が観察され，薄膜の存在が示唆されたが，24

時間培養後には線維状の形態が観察された（Fig. 2

（a））。この線維は FNと Gの両成分から構成されている

ことが重ね画像から示唆され，また，走査型電子顕微鏡

観察より，直径約 160 nm，長さ数 µmのナノファイバ

ーであることが確認された（Fig. 2（b），（c））。さらに，

このナノファイバーは，細胞骨格であるアクチン繊維の

配向と同じ配向を示していることがアクチンの蛍光染色

より明らかとなった。これまで，細胞が膜表面へ産出し

た FNは形成から約 6∼12時間後に細胞内のアクチン繊

維との相互作用によりアクチンの配向に沿って線維化さ

れ，コラーゲン等と会合することで ECM線維を形成す

ることが報告されている4, 16, 17)。しかし，人工的に ECM

線維を作製して細胞と複合化させることは困難であっ
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Fig. 1. (color online). Relationship between thickness of

various nanofilms and cell viability for 24 h after the

film preparation.

Fig. 2. (color online). Confocal fluorescence microscope

images of L929 fibroblast cells with 21 nm of FN-G

nanofilms after 0 or 24 h of incubation (a). SEM

images of L929 cell surface with (b) or without (c)

the FN-Dex films after 24 h of incubation. Schematic

illustration of FN-G film fibrillation on cell surface

(d).



た。このナノ薄膜の線維化は FN-Dex薄膜においても確

認されているため，FNの結合ドメインと相互作用する

成分であればタンパク質や糖鎖を問わず複合化して

ECM様の線維を細胞表面に形成できることが示された。

興味深いのはナノ薄膜からナノファイバーへの形態変化

であるが，ナノファイバーの配向がアクチン繊維と相関

していたことから，細胞が産出した FNと同様の機構だ

と考えている。つまり，薄膜形成後，アクチン繊維がイ

ンテグリン分子を介して薄膜内の FNに張力をかけるこ

とで FNの線維化が開始され，FNと Gや Dexが複合化

した線維が形成されたと推察される（Fig. 2（d））。この

結果は，細胞の界面をナノ薄膜により制御し，人工的に

ECM線維を細胞と複合化して作製した初めての例であ

る。

2. 4 細胞の積層化による積層組織の構築

細胞表面に形成した FN-Gナノ薄膜が ECM線維と同

様の形態を有していたことから，ECMとしての機能を

示すことが期待される。そこで，細胞表面に形成した

FN-Gナノ薄膜が次層の細胞の接着足場として機能する

ことができれば，人工 ECM層を介して様々な細胞を三

次元的に積層化できるのではないかと考えた。コンフル

エントの細胞密度でマウス L929線維芽細胞やヒト初代

線維芽細胞を基板に接着させ，その表面へおよそ 6 nm

の FN-G薄膜を形成し，二層目の細胞を播種して 12時

間インキュベートした。薄膜を形成しない場合や FNの

みを細胞表面へ吸着させた場合（膜厚およそ 2 nm）は，

二層目の細胞が一層目の細胞表面へ接着できずに隙間へ

もぐりこんで基板へ接着し，高密度な単層構造しか観察

されなかった。しかしながら，FN-G薄膜を形成した場

合，二層目の細胞が一層目の細胞表面へ接着している様

子が観察された。これは，FN-Gのナノ薄膜から構造転

移したナノ線維が ECM線維と同様に細胞の接着足場と

して機能していることを示しており，また，FNだけ吸

着させた場合では足場として不十分であり，ECM線維

と同様の機能を発現するためにはおよそ 6 nmの膜厚が

必要であるという重要な知見が得られた18)。FN-Gナノ

薄膜が人工 ECM線維として機能することが示唆された

ため，この手法を用いて複数種類の細胞を積層化し，人

工的なモデル組織の構築に取り組んだ。具体的には，四

層のヒト血管平滑筋細胞（UASMC）を積層化し，最外

層に一層のヒト血管内皮細胞（HUVEC）を積層化する

ことでヒト血管壁のモデル組織を構築した。Fig. 3に，

作成した積層構造を 3日間培養した後の組織学的評価を

行った結果を示した。ヘマトキシリン・エオシン（HE）

染色より細胞の五層構造が確認され，また，血管内皮細

胞の第八因子の免疫染色より血管内皮細胞が最外層に存

在していることが明らかとなった。また，細胞の基底膜

成分である四型コラーゲンの免疫染色の結果，各層間に

おいて強い発現が観察され，各層の細胞が基底膜を産生

していることが示唆された。比較としてラット大動脈の

組織切片を同様に染色したところ，作成した五層構造が

良く似た階層構造を有していることが明らかとなった

（Fig. 3（d），（e））。また，平滑筋細胞の層数を 1∼10層

まで変えて血管内皮細胞を最外層に積層しても同様の血

管壁類似の階層構造が得られており，作製された積層構

造はヒト血管モデル組織として再生医療や薬剤の評価試

験への応用が期待される。現在，この積層組織の血管モ

デル組織としての機能を評価している。本手法を用いる

ことで，他にもラット筋芽細胞や心筋細胞の積層化が可

能であることを既に見出しており，細胞の層数を制御し

て異なる種類の細胞を自在に積層化する新しい再生医療

技術として期待される。

2. 5 本節のまとめ

細胞表面に様々なナノ薄膜を調製すると，その薄膜の

組成や形成駆動力により細胞への影響が異なることが明

らかとなった。また，FNの結合ドメインを介した相互
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Fig. 3. (color online). Histological evaluation of 5-layered

cellular multilayers composed of 4-layered UASMC

and monolayer of HUVEC like a blood vessel by HE

staining (a) and factor VIII (b) or type IV collagen

(c) immunostaining, respectively. Factor VIII (d) and

type IV collagen immunostaining images of rat artery

sections.



作用の薄膜（FN-G や FN-Dex）は，細胞膜界面でナノ

ファイバーへと線維化することが確認され，天然の

ECM線維と類似の構造と機能を有していることが確認

された。さらに，FN-Gや FN-Dexナノ薄膜を細胞表面

に形成することで細胞の積層化が可能となり，生体組織

類似の階層構造が作製可能であった。本手法を用いるこ

とで異種類のヒト初代細胞の積層化が可能であり，生体

外で血管壁に類似した積層組織モデルを構築できること

が示された。本技術は，細胞表面を制御し，細胞と

ECMを三次元的に組織化できる革新的な細胞操作技術

として期待される。

3．細胞膜類似リン脂質ポリマーによるナノバ

イオインターフェース

（高井まどか，石原一彦）

3. 1 バイオマテリアルの研究概要

タンパク質，核酸あるいは多糖類などのバイオ分子

は，外部からの刺激により構造が大きく変化するソフト

な特性を有している。人工臓器や診断用センサーなどの

バイオデバイスは，このようなソフトな特性を有する生

体分子と相互作用を起こさない性能や，生体分子の機能

を十分に発揮させ性能をもつ材料：バイオマテリアルが

必要となる。つまり，バイオデバイスの開発のために

は，例えばバイオ分子が固定化された静的なマテリアル

表面を，バイオ分子を含む動的かつ空間的な界面ととら

え，その界面の特性を分子レベルで理解することが求め

られている。しかし，タンパク質の吸着現象をとってみ

ても，そこでの界面現象を完全に説明できていないのが

現状である。本節では，タンパク質の吸着を抑制する細

胞膜類似ポリマー表面について，表面のナノ構築法とタ

ンパク質の吸着抑制メカニズムをマテリアル表面の水に

着目して行った筆者らの最近の研究を紹介する。

3. 2 タンパク質の吸着とバイオマテリアル表面の水

生体内で利用する各種バイオデバイス表面において，

タンパク質の吸着から引き起こされる血栓形成，バイオ

フィルム形成などの好ましくない生体反応は抑制しなけ

ればならない。現在までに理解されているタンパク質の

吸着は，Fig. 4に示されるようなマテリアル表面の結合

水とタンパク質周囲の結合水の交換反応，脱水和を伴っ

た Parkらのモデル19)が広く理解されている。SAM表面

の様々な官能基を用いた実験から，タンパク質は，電荷

を有する表面や，疎水的な表面には吸着しやすく，また

水酸基末端オリゴエチレングリコールのような水溶性か

つ非イオン性高分子で，十分に排除体積効果（立体斥

力）が得られる表面ではタンパク質の吸着は抑制される

ことが報告されている20, 21)。一方，細胞膜を構成する脂

質二分子膜の外膜に多く存在するホスファチジルコリン

の親水性基であるホスホリルコリン基（PC基）は，リ

ン酸部位とコリン部位が電荷を打ち消し見かけ上中性分

子として振る舞う。この PC基を側鎖に有する 2-メタク

リロイルオキシエチルホスホリルコリン（MPC）ポリ

マーは，親水性かつ非イオン性であり，このポリマーを

固定化した場合，PC基が表面に配向することでタンパ

ク質の吸着を抑制し，優れた血液適合性を示すことが知

られている22, 23)。これらの実験事実を，Fig. 4に示した

タンパク質の吸着モデルで考察してみると，マテリアル

表面に存在している水の性質が，タンパク質の吸着に大

きな影響を及ぼしていると言える。水分子は，局所的に

分子間水素結合（1つの水分子は，4個の水分子と水素

結合をしている）により結合した 3次元クラスターを形

成している強い極性をもつ会合液体と理解されている。

このような性質をもつ水に，イオン，または疎水性物質

が溶解すると，水の配列（局所的な 3次元クラスター構

造）は，純水中よりも乱されている状態になる。つま

り，疎水性を示すマテリアル表面へ結合した水は，バル

ク中の自由な水と比較し束縛されている。タンパク質の

周囲の結合水と，マテリアル表面の結合水が交換を起こ

すと，タンパク質の吸着が起こるというモデルから考察

すると，親水性のポリマー鎖で被覆された表面でタンパ

ク質の吸着が抑制される理由は，交換反応を起こさない

性質の水がポリマー鎖近傍に存在するということにつな

がる。ここで交換反応を起こさない性質の水とは，局所

的な 3次元クラスター構造が維持された水と読み替える

ことができると著者らは考えている。このようなバイオ

マテリアル界面の水の役割については未だわからないこ

とが多く，マテリアル表面の水の構造について様々な研
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Fig. 4. (color online). Water structure on material surface

and protein adsorption mechanism.



究結果が報告されているのが現状である2, 24, 25)。

3. 3 細胞膜類似リン脂質ポリマーによるマテリアル

表面への機能性付加

MPCポリマーは，先述したようにタンパク質の吸着

を抑制する優れたバイオマテリアルである。また抗血栓

性に優れることから人工血管や人工心臓用の表面処理マ

テリアル，さらには高潤滑特性を示すことから人工股関

節の表面処理マテリアルとして応用されはじめてい

る26, 27)。このような優れたタンパク質の吸着抑制，抗血

栓性，潤滑性を得るためには，MPCポリマーの極性基

が細胞膜構造と類似した表面ナノ構造を構築する必要が

ある。ここでは，その一例を紹介する。

MPCポリマーは，使用目的にあわせて様々な分子設

計がされている。例えば疎水性ポリマーマテリアル表面

へ修飾する場合には，マテリアルとの密着性を考慮し，

疎水性ユニットとの共重合体 poly（MPCx-co-n-ブチルメ

タクリレート（BMA)y）（PMB）としている。この

PMBは，親水性と疎水性のユニットのバランスにより，

水への溶解性を制御することができる。分子量が数十万

のポリマーであれば，MPC ユニット組成が，約 30

mol%以下で不溶，それ以上で水に溶解する。例えばエ

タノールに溶解した水不溶な MPC ユニット組成 30

mol% の共重合体 PMB30は，疎水性ポリマーマテリア

ル表面へコーティングにより修飾できる。ここで問題に

なるのは，PC基はドライ環境下では表面自由エネルギ

ーを最小にするためにポリマー鎖の下に潜っており，こ

れに生体親和性を発揮させる，すなわち PC基を表面に

配向させるためには長時間水に浸けておくという十分な

前処理が必要なことである。Fig. 5に PMBの化学構造

式と PC基の界面への配向の概念図を示す。PMB30の

コーティング膜では PC基が表面に配向して平衡に達す

るまでに 5時間ほどの時間を要する28)。最近著者らは，

PC基の配向を制御し，その分子運動を抑制することで，

大気環境下においても PC基が表面に高密度に集積して

おり，平衡化処理を全く必要としない，高い親水性の非

平衡状態をもつ表面を創製した29)。この表面は，MPC

と共重合させるコモノマーにMPCと溶解性が大きく異

なること，ベンゼン環を有しガラス転移温度が高いこと

を条件として 2-ビニルナフタレンを選定した。このポ

リマー（PMvN）は，ガラス転移温度が 154℃と非常に

高いことから，室温では分子運動性の低いポリマーであ

る。大気中，水溶液中で PC基の配向性を評価する目的

で，0.5 w% PMvNを含む 20% エタノール水溶液を用い

てポリエチレンテレフタレート（PET）基板へコーティ

ングした後，40℃オーブンで 100分間乾燥させた後 24

時間減圧乾燥させた試料と，PMB30を通常のエタノー

ル雰囲気下でゆっくり乾燥させた試料の表面特性を動的

接触角（DCA）測定から解析した。

Fig. 6の DCA曲線から，PMB30をエタノール雰囲気

下で乾燥させたサンプルのヒステリシスは大きく，水に

浸けることで親水性基の再配向が起きていることがわか

る。一方，40℃オーブンで乾燥させた PMvNのヒステ

リシスは，浸漬・離脱で変化せずに極めて小さく，ほぼ

0であることがわかる。これは乾燥状態から水に浸けた

ときの環境変化に対して，親水性基の再配向がほとんど

起こらないことを示している。さらに，前進接触角は約

20°と低く，高い親水性表面をもつことがわかった。相

溶性を利用した乾燥条件の工夫により，親水性の PC基

を表面に配向させることができ，さらにポリマーの分子

運動性が低いことから，その非平衡状態が維持されてい

ると考えられる。Fig. 7はタンパク質（ウシ血清アルブ

ミン：BSA）の吸着実験の結果である。PMvNをコーテ

ィングした PET 基板の BSA 吸着量は，未処理の PET
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Fig. 5. (color online). Chemical structure of poly(MPC-co-

BMA) : PMB, and images of PMB-coated surface

structures in dry and wet condition.

Fig. 6. (color online). DCA curves of the PMvN-coated and

PMB-coated PET plates dipped in water at a speed of

80 µm/s. The curve of the PMvN-coated PET plate

shows an extremely hydrophilic and motionless

surface.



基板および PMBをコーティングした PET基板に比べ優

位に抑制されており，平衡化処理を行わずとも，優れた

生体親和性を発揮することがわかった。これは，乾燥状

態においても表面付近に PC基が高密度に集積された非

平衡状態を維持していることによる効果であり，細胞膜

類似表面構造が表面に形成されることで，その特異的な

生体親和性を発揮すると結論づけられる。表面開始グラ

フト重合法で poly（MPC）を修飾した表面では，ナノ

メートルスケールでのグラフト密度，鎖長によりタンパ

ク質の吸着量が異なることが明らかとなってい

る23, 30, 31)。では，実際に MPCポリマー表面にはどのよ

うな水が存在するのか。どの程度の PC基の密度が必要

なのか。その問いに対し，ここでは，MPCポリマーハ

イドロゲル内の水の構造を解析した結果を紹介する。

3. 4 MPCポリマーハイドロゲル内の水の構造

バイオマテリアル界面の水の構造の解析には，熱分

析，核磁気共鳴，赤外線分光やラマン分光など様々な手

法があるが，ここでは生体親和性を示すこれらのマテリ

アル表面における水の構造を示差走査熱量計（DSC）と

パルス核磁気共鳴装置（1H NMR）を用いて解析するこ

とで，機能性発現機構の解明を試みた。

MPCおよびメトキシオリゴエチレングリコールメタ

クリレート（Me(EG)n MA, n＝4 or 8）を一成分とする

ポリマーハイドロゲルを用いて，ゲル中に存在する水の

構造を DSCにより解析した。同程度の平衡含水率の 3

種類のハイドロゲルの自由水量を比較したところ，ハイ

ドロゲルの種類によらずほぼ同じ値を示した。これに対

し不凍水量は，ハイドロゲルの種類によって異なり，

Fig. 8に示すように，poly（MPC）ハイドロゲルでは，

平衡含水率にほぼ依存なく不凍水量が多く，一方 poly

（Me(EG)n MA）ハイドロゲルでは，エチレングリコー

ル鎖の繰り返し単位が大きいものほど不凍水量が多く，

さらに平衡含水率に従って増加する結果となった。また

中間水に起因する発熱ピークはこれらの系では得られな

かった。DSCの結果から，平衡含水率はポリマーの種

類によらず自由水量によって決定され，ポリマーの種類

により異なるのは，不凍水（結合水）量であることが確

かめられた32)。そこで，ポリマー鎖近傍の水分子の運動

性をパルス1H NMRを用いて検討した。25℃の条件で縦

緩和時間（T1）と横緩和時間（T2）を測定し，T1が自

由水，T2が結合水に対応した水の構造を測定した値で

あることがわかった。そこで，自由水による影響を排除

し，DSCで不凍水と分類された水の状態を解析するた

め，−25℃の凍結状態で T2を測定した。全ての平衡含

水率に対して poly（MPC）ハイドロゲル中の水分子の

T2が，poly（Me(EG)n MA）ハイドロゲルと比較して長

いという結果が得られた。これから poly（MPC）ハイ

ドロゲル中の結合水は，poly（Me(EG)n MA）ハイドロ

ゲル中の水より運動性の高い水和構造を形成していると

考察される33)。MPCポリマーは，PEGと比較して長時

間タンパク質の吸着を抑制できることが報告されてい

る34)。これと水の構造解析の結果とあわせて，高い運動

性をもつ厚い結合水層を有するマテリアル界面において

生体親和性が発現すると考察できる。現在，赤外線分光

やラマン分光法などを用いて，水の構造を多面的に解析

することで，より厳密な生体親和性の発現機構解明に取

り組んでいる。

3. 5 本節のまとめ

ポリマーバイオマテリアルの中で，細胞膜類似構造を

有する MPCポリマーを取り上げ，生体親和性（非特異

的タンパク質吸着抑制）を得る表面修飾手法と，非特異

的タンパク質吸着抑制メカニズムについて水の構造から
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Fig. 7. The amount of adsorbed BSA on the polymer

surfaces under dry conditions. The sample plates

were in contact with 0.45 g/dL BSA solution for 60

min at 37℃.

Fig. 8. Weight of nonfreezable water relative to that of the

polymer in the hydrogels as a function of EWC : poly

(MPC) (●), poly(Me(EG)4 MA) (■), and poly(Me

(EG)8 MA) (▲) hydrogels. The plotted values are

the average of four measurements, and the standard

deviation is used as the range of errors in the values.



解説した。MPCポリマーにおいては，PC基が表面に高

密度に存在するナノレベルで均一な構造を有し，その周

囲が運動性の高い結合水で覆われることで，その機能性

が発現するものと考察される。私たちの研究結果のよう

に，表面の水の構造が，タンパク質の吸着と強く相間し

ていることは，多くの研究者により報告されているが，

系統的な見解は未だ明らかにされていない。あらゆるバ

イオデバイス創製において，生体親和性の付与は必要不

可欠である。多角的にバイオマテリアル表面の研究が進

展し，その基本設計概念の構築されることを期待してい

る。

4．無機固体表面による生体分子の認識

（荻野俊郎）

固体表面への生体分子の吸着については，前節でも紹

介された非特異吸着の抑制という観点から論ぜられるこ

とが多かった。最近になって，特定のアミノ酸配列を持

つペプチドが，半導体結晶表面を認識する（吸着確率が

高い）ことが報告され35)
，さらに Tiを認識するペプチ

ドも見つかっている36)。固体表面によって生体分子を認

識できれば，安定で長期使用が可能，信号処理系と集積

化が可能という固体デバイスの特徴を生かした新規デバ

イスの創出が期待できる。ここでは，表面構造を制御し

たサファイア基板により，タンパク質分子の選別が非常

に明確に行えることを紹介する37)。

サファイアは結晶性の良い酸化物であるのでステッ

プ/テラス構造を形成でき，大気中や溶液中でも原子構

造が利用可能である。サファイア（0001）面を

1300∼1400℃，大気中で熱処理すると，バンチングした

ステップとテラスの構造が現れる。この表面を酸処理す

ると，テラス上には周囲に比べて疎水性の強いドメイン

が自己形成する。これは，表面の OH基密度の差に起因

することがわかっている。この表面に各種のタンパク質

をバッファ溶液中で吸着させ，原子間力顕微鏡によって

液中観察すると，Fig. 9に示すように明瞭な選択性が観

察される。すなわち，Fig. 9（a）に示すアルブミンは楕

円形のドメイン（OH基密度が低い）に，Fig. 9（b）に

示すアビジンは楕円形の外のドメイン（OH基密度が高

い）にそれぞれ優先的に吸着する。吸着に関わる力は，

親水性表面同士の間に働く水和斥力（束縛水を排除する

ために必要なエネルギー），疎水性表面同士の間に働く

疎水相互作用（引力），表面電荷による静電相互作用

（引力または斥力），ファンデアワールス力（常に引力），

である。こうした相互作用のいくつかは溶液環境を選ぶ

ことによって制御可能であるので，多くの種類のタンパ

ク質分子を固体表面によって選別できる可能性がある。

5．お わ り に

生体へテロ界面制御について，生体の組織形成へ向け

た細胞間のヘテロ界面制御と細胞積層技術，生体適合性

へ向けたリン脂質ポリマーと生体のヘテロ界面制御，お

よび無機固体による生体分子の認識へ向けた無機/生体

界面制御について紹介した。ここでは，いずれもナノス

ケールの界面制御と評価技術とが主要な役割を演じてお

り，ナノテクノロジーとバイオテクノロジーの融合分野

の代表例であると言える。このような学際分野は従来の

学問体系の枠組みを大きく超えており，学際的な研究交

流が強く望まれる。
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