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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、再生医療への応用を目的とし、細胞治療に用いる細胞を温度変化の
みで分離するインテリジェント型分離基材の設計を行なった。ガラス基板、微細加工基板、マイクロファイバー
の表面に温度応答性高分子であるポリ(N-イソプロピルアクリルアミド)(PIPAAm)を修飾し、37℃で細胞を接着さ
せて20℃で細胞を脱着させる基板表面を作製した。この際、細胞種ごとの接着性の差を大きくする基材設計を行
なう事で細胞の分離効率の向上を試みた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, thermoresponsive cell separation materials were 
developed for the application in regenerative medicine. Thermoresponsive polymer, poly
(N-isopropylacrylamide), was modified on glass plates, micro structured substrates, and microfibers.
 Various types of cells were seeded on the prepared substrates at 37℃, and detached at 20℃. 
Temperature-modulated cell separation was performed using the difference in cell adhesion property 
on the prepared substrates. Cell separation efficiency using the prepared substrates was improved by
 increasing the difference in cell adhesion property among cell types.

研究分野： 生体材料
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 組織・臓器の再生、再構築を目標とする再
生医療において、生体に細胞を移植して治療
効果を促す細胞移植療法が効果的な治療方
法として注目を集めている。この治療方法で
は、治療効果を促す細胞の細胞懸濁液、もし
くは細胞組織を生体内へと移植するが、これ
らを調製する際に、多種多様の細胞の中から
治療効果の高い細胞のみを精製する技術が
必要となる。現在、確立されている細胞分離
技術として、細胞表面を蛍光標識により染色
して分離する方法や、細胞表面に磁気ビーズ
を修飾し、磁力によって細胞を分離する方法
が確立されている。しかし、これらは細胞表
面に修飾を施すため、細胞の性質を変化させ
てしまう可能性や、修飾した蛍光色素、磁気
ビーズが移植後に生体内で悪影響を及ぼす
可能性がある。そこで、細胞表面を修飾する
必要が無く、活性の高い状態で細胞を分離可
能な新しい細胞分離方法の創出に大きな期
待が寄せられている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では細胞に特異的な認識を促す細
胞分離用基材の設計を行った。温度応答性高
分子であるポリ(N-イソプロピルアクリルア
ミド )(PIPAAm)を原子移動ラジカル重合
(ATRP)により高密度に修飾した基材への細
胞への接着、脱着を温度により制御し、細胞
ごとの接着性、脱着性の差により細胞を分離
する。また細胞種ごとの接着性、脱着性の差
を起こす因子として、正荷電による静電的な
相互作用、基板表面の微細構造、および細胞
接着基材の構造などを調節し、細胞の分離精
度を向上させる。これらの検討により、温度
変化のみで細胞を分離する細胞分離方法の
確立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 正荷電を有する温度応答性高分子修飾基
板の作製 
 ガラス基板を酸素プラズマの照射により、
活性化し、ガラス基板に水酸基を導入した。
その後、ATRP 開始剤である m,p-クロロメチ
ルフェニルエチルトリメトキシシランのト
ルエン溶液を作製し、ガラス基板に室温で
18h 反応させた。反応後のガラス基板をトル
エン、アセトンで洗浄し、3h, 110℃で乾燥す
る事で、ATRP 開始剤をガラス基板に修飾し
た。その後、2-プロパノールに温度応答性の
IPAAm、正荷電を有する N,N-ジメチルアミノ
プロピルアクリルアミド(DMAPAAm)、疎水
性の tert-ブチルアクリルアミド(tBAAm)を溶
解し、アルゴンガスを吹き込んで脱酸素を行
った。ATRP の触媒である CuCl、CuCl2、
Me6TREN を添加し、ATRP の反応溶液を作製
した。この反応溶液を ATRP 開始剤修飾基板
に反応させ、正荷電を有する温度応答性高分
子ブラシをガラス基板表面に構築した(図 1)。 
作製したガラス基板にヒト骨髄由来間葉系

幹細胞(hbmMSC)や他の骨髄由来細胞を播種
し、37℃での接着挙動、20℃での脱着挙動を
確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  正荷電を有する温度応答性高分子ブラシの
作製 
 
(2) 微細構造を有する温度応答性高分子修飾
基板の作製 
 ガラス基板表面にスチレン(St)とビニルベ
ンジルクロライド(VBC)の共重合体の薄膜を
形成し、薄膜に微細構造を有するナノインプ
リントモールドを押し付けることで、ホール
形状、ピラー形状、ライン形状を有する微細
構造基板を作製した。その後、溶媒に水とメ
タノールを 4：1 で混合した混合溶媒に
NIPAAm を溶解させ、アルゴンガスを吹き込
んで脱酸素化し、ATRP の触媒である CuCl、
CuCl2、Me6TREN を添加し、ATRP の反応溶
液を作製した。この反応溶液を微細構造基板
表面に反応させ、PIPAAm を修飾し、微細構
造基板に温度応答性を付与した(図 2)。作製し
た基板表面にヒト血管内皮細胞(HUVEC)、ヒ
ト皮膚繊維芽細胞(NHDF)、ヒト骨格筋筋芽細
胞を播種し、37℃での接着挙動、20℃での脱
着挙動を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  微細構造を有する温度応答性高分子ブラシ
の作製 



(3) 温度応答性高分子修飾マイクロファイバ
ーの作製 
 ポリビニルベンジルクロライド(PVBC)を
ラジカル重合により重合した。作製した
PVBC をジクロロメタンに溶解し、エレクト
ロスピニング法により、PVBC のマイクロフ
ァイバーを作製した。その後、2-プロパノー
ルに IPAAm を溶解し、ATRP により PIPAAm
を修飾することで、温度応答性のマイクロフ
ァイバーを作製した(図 3)。作製したマイクロ
ファイバーに HUVEC、NHDF、または脂肪由
来間葉系幹細胞(ADSC)、脂肪細胞、微小血管
内皮細胞(HMVEC)を播種し、37℃での接着挙
動、20℃での脱着挙動を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 温度応答性マイクロファイバーの作製 
 
４．研究成果 
(1) 正荷電を有する温度応答性高分子修飾基
板を用いた間葉系幹細胞の分離 
 作製した正荷電を有する温度応答性基板
を用いて 37℃で hbmMSC と対照細胞として
NHDF を播種したところ、hbmMSC は高い接
着率を示したが、NHDF は低い接着率を示し
た。また、他の骨髄由来細胞と hbmMSC の混
合細胞懸濁液を播種したところ、hbmMSC の
みが接着し、他の骨髄由来細胞は接着しなか
った。また温度を 20℃に下げたところ、接着
していた hbmMSC が基板から脱着すること
がわかった（図 4）。 
これらの結果から、正荷電を有する温度応答
性高分子修飾基板は、間葉系幹細胞のみを選
択的に接着させる事ができることが示され、
温度変化による骨髄由来間葉系幹細胞の精
製が可能である事がわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 正荷電を有する温度応答性高分子修飾基板
を用いた間葉系幹細胞の分離 
 
 (2) 微細構造を有する温度応答性高分子修
飾基板を用いた細胞分離 
 作製した微細構造を有する温度応答性基

板に HUVEC、NHDF、HSMM を播種し、温
度 37℃、20℃での接着挙動を確認したところ、
微細構造の形状、大きさによって異なった接
着挙動が示された。特に大きさ 2μm のホー
ル形状の基板では、37℃で HUVEC が接着し
にくく、NHDF、HSMM は接着しやすいこと
がわかった。また、基板の温度を 20℃に変化
すると接着していた NHDF が脱着し、HSMM
は細胞に残っていることがわかった(図 5)。ま
た温度 37℃で三種類の細胞の混合懸濁液を
基板に播種し、20℃で脱着すると、細胞培養
液の中に高い組成で NHDF が含まれている
ことがわかった。これらの結果より、温度応
答性微細構造基板に 37℃で細胞を播種し、
20℃で脱着させると、細胞懸濁液の細胞組成
を変化させることができ、細胞分離への応用
が可能であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 正荷電を有する温度応答性高分子修飾基板
を用いた間葉系幹細胞の分離 
 
(3) 温度応答性高分子修飾マイクロファイバ
ーを用いた細胞分離 
 作製した温度応答性マイクロファイバー
に 37℃で HUVEC、NHDF を播種したところ、
NHDF はマイクロファイバーに沿って伸展す
るように接着し、HUVEC は接着しない挙動
を示した。また温度を 20℃に低下させたとこ
ろ、接着していた細胞が脱着したことがわか
った。これら二種の細胞の混合懸濁液を 37℃
で播種し、20℃で回収したところ、37℃では
HUVEC が多い組成の細胞懸濁液が回収でき、
20℃では NHDF の多い組成の細胞懸濁液が
回収できた。また、脂肪組織に含まれている
ADSC、脂肪細胞、HMVEC を温度 37℃でマ
イクロファイバーに播種したところ、ADSC
のみが細胞に接着し、他の細胞種は接着しな
かった。また、これら三種類の細胞の混合懸
濁液をマイクロファイバーに温度 37℃で播
種し、温度を 20℃にしたところ、高い組成の
ADSC が得られた(図 6)。これらの結果から、
温度を変化させるだけで、脂肪組織由来の細
胞からADSCを精製できる可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 温度応答性高分子修飾マイクロファイバー
を用いた間葉系幹細胞の分離 
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