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L-Lysineを側鎖にもつ生体適合性polyacrylamide存在下での

HepG2細胞応答性 
 

小川 智弘†1，農宗 辰己†3，市原 祐介†2，沖 勇斗†3，白石 浩平†2,†3 

                     
HepG2 cell responsiveness in the presence of biocompatible 

polyacrylamide having L-Lysine as a side chain 
                     

Tomohiro OGAWA†1，Tatsuki NOUSOU†3，Yusuke ICHIHARA†2， 
Yuto OKI†3，and Kohei SHIRAISHI†2,†3 

 
Abstract 

We have been reported that amphoteric poly[Nα-acrylamide-L-lysine][poly(α-LysAA)] having L-Lysine as a 
side chain showed anti-thrombogenicity and enhanced fibrinolytic activity based on a selective binding activity 
with fibrinolytic proteins[plasminogen (Plg), tissue-type plasminogen activator (t-PA)]. To know 
biocompatibility for biomedical uses, the human hepatocellular carcinoma (HepG2 cell) responsiveness was 
evaluated in the presence of poly(α-LysAA). As the results from no effect on cell proliferation, cytotoxicity, 
and cell viability of HepG2 cells in the poly(α-LysAA)-contained medium or -coated dish, a bio-inert property 
of poly(α-LysAA) was shown. 
 
KeyWords: Amphoteric Polymer / Poly(acrylamide) / L-lysine / Evaluation of cell proliferation, cytotoxicity, 
and cell viability / HepG2 cells 

 

 

1. 緒言 
生体適合性とくに抗血栓性に優れた医用材料として利

用される親水性ポリマー材料で，分子内双性イオン構造

のリン脂質極性基，ホスホリルコリン（PC）もつポリマ

ー材料は高度なタンパク質の吸着抑制，細胞接着，さら

に抗血栓性を示し，医用材料として実用化されている 1)． 
PC 部位は，タンパク質等生体分子との静電的相互作用

を減少させ，周囲に運動性の高い自由水が豊富に含まれ

る厚い水和シェルを形成して強い生体不活性を示す 2)． 
さらに，分子内双性イオン構造をもつ poly(carboxy- 
betainemethacrylate)および poly(sulfobetainemethacrylate) 
にも高度なタンパク質等の生体物質の非特異吸着を抑制

し，類似の分子内双性イオン構造のポリマー材料にも，

高い生体適合性が報告されている 3)． 
一方，著者らは，PC 基を側鎖にもつ poly(2-meth- 

acryloyloxyethyl phosphorylcholine); PMPC の化学構造を

モチーフとして，分子内塩構造の生体無毒な両性イオン

構造の L-アミノ酸を側鎖とする poly(O-methacxryloyl-L-
serine)[poly(SerMA)]4)あるいは poly(Nα-methacrloyloxy-L-
lysine)[poly(α-LysMA)] ， poly(Nε-methacrloyloxy-L-lysine) 
[poly(ε-LysMA)]に PMPC と同レベルの高い血漿タンパク

質の非吸着性を明らかにし 5)，医用材料への応用を検討

してきた．さらに，poly(SerMA)には adenosine diphosphate 
（ADP）による血小板活性化抑制 6)，poly(α-LysMA)，
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poly(α-LysAA)は，アルブミン，γ－グログリン，フィブリ

ノゲン等の血漿タンパク質の吸着を抑制するが，Lysine 
binding site（LBS）をもつ線溶タンパク質プラスミノゲン

（Plg），組織プラスミノゲンアクチベタ （t-PA）とは特

異的に結合し，線溶活性を亢進する機能を示す 7)．LBS
への結合性は L-lysine の α-アミノ基をアセチル化さらに

は分子サイズを同等として疎水性を向上させた trans-
(aminomethyl)cyclohexanecarboxylic acid，4-(aminomethyl)-
bicyclo[2,2,2]octane-1-carboxylic acid 等に L-lysine よりも

強い LBS 結合性が報告され 8)，α-アミノ基とペプチド結

合させた polyacrylamide の疎水部等によって，Plg，t-PA
と強く相互作用し，線溶活性が亢進されたと考えられる．

このように両性イオン構造のアミノ酸ユニットを側鎖に

もつポリマー材料には，上記双性イオン構造のポリマー

材料とは異なる固有の血液応答性も認めている．プラス

ミノゲンアクチベタ固定化材料に抗血栓性が認められて

おり 9)，分子内両性イオン構造による血漿タンパク質の

非特異吸着の抑制と線溶タンパク質との特異的な相互作

用を示す poly(α-LysMA)，poly(α-LysAA)には，生体分子

の吸着・変性および活性化しないバイオ不活性機能のみ

ならず Plg，t-PA の線溶関連因子を予め固定化するので

なく，血液との接触によって血漿中から本材料表面への

選択吸着により抗血栓性を示すと考えられる．また，両

機能によって従来にない長期間の抗血栓性発現，使用前

に変性しやすい生体分子の固定化材料保存の必要がなく，

さらに通常の滅菌操作できる保存安定性を備えた新しい

タイプの医療ポリマー材料として活用可能と考える．

一方，poly(SerMA)には，ヒト血小板非接着性を認めて

いるが，これまで，ヒト細胞によるアミノ酸ユニットを

もつ両性イオン構造のポリマー材料の細胞応答に関する

評価はされていない．細胞足場剤として使用される

poly(D-lysine)（PDL）の光学異性体 poly(L-lysine)の主鎖中

のリシン残基を側鎖とする類縁構造である poly(α-
LysAA)（Fig.1）について，生体適合性評価の観点から，

poly(α-LysAA)が細胞の接着・増殖に及ぼす効果について

検討した．ここでは，生体埋入医療材料へのコーティン

グ等を指向し，また，接着・増殖能が高く，肝臓細胞の

代替モデルとして幅広く利用されている原発性ヒト肝臓

癌（白人男性，15 才）から樹立されたヒト肝癌由来細胞

株 HepG2 を用いて評価した 10)．

Fig. 1 両性イオン構造 poly(α-LysAA)

2. 実験

2-1. 試薬の調製

2-1.1. 細胞培養用培地（D-MEM10）

Dlbecco’s Modified Eagle’s Medium（D-MEM, Wako）
（高グルコース，L-グルタミン，フェノールレッド含有）

500 ml に Fetal bovine serum（FBS，Biosera）50 ml と，ペ

ニシリン－ストレプトマイシン溶液（×100）（Wako） 5
ml を加えた．容器の口は火炎滅菌し，2～8℃で保存した．

2-1.2. 無血清培地（D-MEM0）
50 ml コニカルチューブに分注した D-MEM 50 ml にペ

ニシリン－ストレプトマイシン溶液（×100）500 µl を加

えた．コニカルチューブの口は火炎滅菌し，2～8℃で保

存した．

2-1.3. poly(α-LysAA)の調製と培地添加溶液

既報 7)に従って調製した poly(α-LysAA) （数平均分子

量=35,000 g/mol）10 mg を PBS(-)，pH 7.4（Gibco）1 ml
に溶解させ，－20℃で保存した．また，コントロールと

して，poly-D-lysine hydrobromide（分子量=30,000～70,000 
g/mol, Sigma）10 mg を PBS(-)，pH 7.4（Gibco）1 ml に溶

解させ，－20℃で保存した．

2-2. 細胞培養

80～90 %コンフルエントになった 10 cm シャーレから

アスピレーターで培地を取り除き，培地に含まれる血清

を除去するために，PBS(-) 5 ml で 2 回洗浄した．シャー

レから細胞を剥離させるために，0.25 w/v% Trypsin-1
mmol/l EDTA・4Na Solution（Trypsin-EDTA , Wako) 1 ml を
加え，シャーレ全体になじませてから 37℃で約 5 分間イ

ンキュベートした．顕微鏡で細胞が剥離していることを

確認し，細胞培養用培地 10 ml を加えて Trypsin-EDTA の

活性を止め，ピペッティングによりシャーレから細胞を

剥がしながら単離した．15 ml コニカルチューブに移し

て 2,000rpm で 3 分間遠心し，アスピレーターで上清を取

り除いた．細胞培養用培地 1 ml を加え，ピペッティング

により細胞を単離，懸濁した．細胞の回収量に応じて細

胞培養用培地でのメスアップする量を変えメスアップ後，

血球計算盤に 10 µl を滴下して細胞数を計測した．

2-3. Poly(α-LysAA)存在下での細胞培養

2-3.1. Poly(α-LysAA)存在下での細胞毒性試験

上記（2-2）の方法で細胞を回収し，細胞濃度を 1.0×10⁵
cells/ml に調製した．96well プレート（IWAKI）に 1 well
あたり 100 µl ずつ播いて 37℃，5 %CO₂ 下で一晩培養し

た．その後，poly(α-LysAA)溶液を含む培地（Table 1-1）
に交換し，37℃，5 %CO₂ で 24 時間培養した．24 時間後，

各 well に CCK-8 溶液（同仁化学研究所）10 µl を加え，

37℃，5%CO₂ でインキュベートした．3 時間後に，450nm
の吸光度を測定した．細胞を植えておらず poly(α-LysAA)
溶液を含む培地で培地交換を行ったものをブランクとし

て，その値をコントロール群と試薬投与群から引き，コ

ントロール群を 100%として試薬投与群のコントロール

群に対する割合を細胞生存率として評価した．統計学的

有意差は F 検定，および T 検定により解析した．

8

近畿大学工学部研究報告　No.54



poly(α-LysAA)は，アルブミン，γ－グログリン，フィブリ

ノゲン等の血漿タンパク質の吸着を抑制するが，Lysine 
binding site（LBS）をもつ線溶タンパク質プラスミノゲン

（Plg），組織プラスミノゲンアクチベタ （t-PA）とは特

異的に結合し，線溶活性を亢進する機能を示す 7)．LBS
への結合性は L-lysine の α-アミノ基をアセチル化さらに

は分子サイズを同等として疎水性を向上させた trans-
(aminomethyl)cyclohexanecarboxylic acid，4-(aminomethyl)-
bicyclo[2,2,2]octane-1-carboxylic acid 等に L-lysine よりも

強い LBS 結合性が報告され 8)，α-アミノ基とペプチド結

合させた polyacrylamide の疎水部等によって，Plg，t-PA
と強く相互作用し，線溶活性が亢進されたと考えられる．

このように両性イオン構造のアミノ酸ユニットを側鎖に

もつポリマー材料には，上記双性イオン構造のポリマー

材料とは異なる固有の血液応答性も認めている．プラス

ミノゲンアクチベタ固定化材料に抗血栓性が認められて

おり 9)，分子内両性イオン構造による血漿タンパク質の

非特異吸着の抑制と線溶タンパク質との特異的な相互作

用を示す poly(α-LysMA)，poly(α-LysAA)には，生体分子

の吸着・変性および活性化しないバイオ不活性機能のみ

ならず Plg，t-PA の線溶関連因子を予め固定化するので

なく，血液との接触によって血漿中から本材料表面への

選択吸着により抗血栓性を示すと考えられる．また，両

機能によって従来にない長期間の抗血栓性発現，使用前

に変性しやすい生体分子の固定化材料保存の必要がなく，

さらに通常の滅菌操作できる保存安定性を備えた新しい

タイプの医療ポリマー材料として活用可能と考える．

一方，poly(SerMA)には，ヒト血小板非接着性を認めて

いるが，これまで，ヒト細胞によるアミノ酸ユニットを

もつ両性イオン構造のポリマー材料の細胞応答に関する

評価はされていない．細胞足場剤として使用される

poly(D-lysine)（PDL）の光学異性体 poly(L-lysine)の主鎖中

のリシン残基を側鎖とする類縁構造である poly(α-
LysAA)（Fig.1）について，生体適合性評価の観点から，

poly(α-LysAA)が細胞の接着・増殖に及ぼす効果について

検討した．ここでは，生体埋入医療材料へのコーティン

グ等を指向し，また，接着・増殖能が高く，肝臓細胞の

代替モデルとして幅広く利用されている原発性ヒト肝臓

癌（白人男性，15 才）から樹立されたヒト肝癌由来細胞

株 HepG2 を用いて評価した 10)．

Fig. 1 両性イオン構造 poly(α-LysAA)

2. 実験

2-1. 試薬の調製

2-1.1. 細胞培養用培地（D-MEM10）

Dlbecco’s Modified Eagle’s Medium（D-MEM, Wako）
（高グルコース，L-グルタミン，フェノールレッド含有）

500 ml に Fetal bovine serum（FBS，Biosera）50 ml と，ペ

ニシリン－ストレプトマイシン溶液（×100）（Wako） 5
ml を加えた．容器の口は火炎滅菌し，2～8℃で保存した．
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解させ，－20℃で保存した．

2-2. 細胞培養
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剥がしながら単離した．15 ml コニカルチューブに移し
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り除いた．細胞培養用培地 1 ml を加え，ピペッティング
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血球計算盤に 10 µl を滴下して細胞数を計測した．

2-3. Poly(α-LysAA)存在下での細胞培養

2-3.1. Poly(α-LysAA)存在下での細胞毒性試験

上記（2-2）の方法で細胞を回収し，細胞濃度を 1.0×10⁵
cells/ml に調製した．96well プレート（IWAKI）に 1 well
あたり 100 µl ずつ播いて 37℃，5 %CO₂ 下で一晩培養し

た．その後，poly(α-LysAA)溶液を含む培地（Table 1-1）
に交換し，37℃，5 %CO₂ で 24 時間培養した．24 時間後，

各 well に CCK-8 溶液（同仁化学研究所）10 µl を加え，

37℃，5%CO₂ でインキュベートした．3 時間後に，450nm
の吸光度を測定した．細胞を植えておらず poly(α-LysAA)
溶液を含む培地で培地交換を行ったものをブランクとし

て，その値をコントロール群と試薬投与群から引き，コ

ントロール群を 100%として試薬投与群のコントロール

群に対する割合を細胞生存率として評価した．統計学的

有意差は F 検定，および T 検定により解析した．

Table 1-1 細胞毒性試験時の試薬調製

poly(α-LysAA)
溶液 [mg/ml]

0 0.1 0.25 0.5 1.0

D-MEM10
[D-MEM0] [µl]

630 630 630 630 630

PBS(-) [µl] 70 63 52.5 35 0
10 mg/ml poly(α-

LysAA) [µl]
0 7 17.5 35 70

2-3.2. Poly(α-LysAA)コーティングによる細胞増殖試験

10 mg/ml poly(α-LysAA)溶液を PBS(-)で既定の濃度に

それぞれ希釈して，0.45 µm フィルター（Millex）に通し

て滅菌を行った（Table 1-2）．96well プレートに滅菌した

poly(α-LysAA)溶液 50 µlずつ各wellに添加した．この時，

プレート底面に満遍なく行き渡るようにした．添加から

5 分後，PBS(-)で 2 回洗浄して，2 時間～3 時間 UV 乾燥

させた．HepG2 を上記（2-2）の方法で細胞を回収し，細

胞濃度 1.0×10⁵  cells/ml で 100 µl ずつ各 well に播種し，

37℃，5%CO₂ 下で 24 時間培養した．24 時間後，各 well
に CCK-8 溶液 10 µl を加え，37℃，5%CO₂ 下でインキュ

ベートした．3 時間後に，450 nm の吸光度を測定した．

Table 1-2 細胞増殖試験時の試薬調製

poly(α-LysAA)溶液

[mg/ml]
0.1 0.25 0.5 1.0

PBS(-) [µl] 693 682.5 665 630

10 mg/ml poly(α-
LysAA) [µl]

7 17.5 35 70

2-4. Poly(α-LysAA)コーティングによる三次元培養

10 mg/ml poly(α-LysAA)溶液を PBS(-)で既定の濃度に

それぞれ希釈して，0.45 µm フィルター（Millex）に通

して滅菌を行った．24 well プレートに 0.1，および 1.0 
mg/ml の poly(α-LysAA)溶液と 0.1 mg/ml PDL 溶液をそ

れぞれ 300 µl ずつ各 well に添加し，1 時間およびオー

バーナイト（ON）でコーティングした．その後，

PBS(-)で 2 回洗浄を行い 1 時間乾燥させた．HepG2 を上

記（2-2）の方法で細胞を回収し，無血清培地で細胞濃

度 1.0×10⁵  cells/ml の濃度で 500 µl ずつ各 well に播種

し，37℃，5 %CO₂ 下で培養した．6 時間後，10%FBS
を含む培地に交換した．その後も，10%FBS を含む培地

を使用し細胞播種から 24 時間，72 時間後，以降 2 日毎

に培地交換を行った．培地交換時に，顕微鏡で細胞の観

察および撮影を行った．

3. 結果と考察

3-1. Poly(α-LysAA)の細胞毒性の検討

3-1.1. Poly(α-LysAA)含有無血清培地での細胞毒性

上記の方法（2-3.1）を用いて，細胞播種 24 時間後に

0，0.1，0.25，0.5，1.0 mg/ml の poly(α-LysAA)溶液を含ん

だ無血清培地で HepG2 の細胞培養を行い，24 時間後に

CCK-8 assay にて細胞生存率を測定した（Fig.2）．poly(α-
LysAA)含有無血清培地条件下において，溶液の濃度毎で

細胞生存率に有意な差は見られなかった．poly(α-LysAA)
添加は細胞増殖には影響がなく，poly(α-LysAA)の細胞に

対する毒性もないことが分かった．

Fig. 2 Poly(α-LysAA)含有無血清培地での HepG2 の

細胞生存率

3-1.2. Poly(α-LysAA)含有培地（10%FBS 含む）での細胞

毒性

上記の方法（2-3.1）を用いて，細胞播種 24 時間後に

0，0.1，0.25，0.5，1.0 mg/ml の poly(α-LysAA)含有培地

（10%FBS 含む）で HepG2 の細胞培養を行い，24 時間後

に CCK-8 assay にて細胞生存率を測定した（Fig.3）．
Poly(α-LysAA)含有培地（10%FBS含む）条件下において，

溶液濃度毎で細胞生存率に有意な差は見られなかった．

Poly(α-LysAA)添加による細胞増殖に影響がないことが

分かった．また，poly(α-LysAA)の細胞に対する毒性がな

いことも分かった．

Fig. 3 Poly(α-LysAA)含有培地（10%FBS 含む）での

HepG2 の細胞生存率

3-2. Poly(α-LysAA)コーティングによる細胞増殖

3-2.1. Poly(α-LysAA)コーティングによる細胞増殖

（無血清培地）

上記の方法（2-3.2）を用いて，0.1，0.25，0.5，1.0 mg/ml
の poly(α-LysAA)で培養皿をコーティングした後，無血清

培地で HepG2 の細胞培養を行い，CCK-8 assay にて細胞

生存率を測定した（Fig. 4）．Poly(α-LysAA)コーティング
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下で HepG2 の細胞生存率には有意な差は見受けられず，

コーティングなしの HepG2 の細胞生存率と変わりはな

かった．また，PDL コーティング下で HepG2 の細胞生存

率は，コントロール群（Cnr），および poly(α-LysAA)コー

ティング下の HepG2 の細胞生存率に比べて有意に高か

った．結果として，PDL は細胞の足場としての機能を持

ち，細胞の増殖（または細胞の維持）を促進させること

ができるが，poly(α-LysAA)には同様の機能はなく，

HepG2 に poly(α-LysAA)は不活性であると考えられる．

Fig. 4 Poly(α-LysAA)コーティング培養皿(無血清培地)で
の HepG2 の細胞増殖（p*< 0.05 vs. Cnr）

3-2.2. Poly(α-LysAA)コーティングによる細胞増殖

（10%FBS 含有培地）

上記の方法(2-3.2)を用いて，0.1，0.25，0.5，1.0 mg/ml
の poly(α-LysAA)で培養皿をコーティングした後，

10%FBS 含有培地で HepG2 の細胞培養を行い，CCK-8
assay にて細胞生存率を測定した（Fig.5）．無血清培地の

結果と同様で，poly(α-LysAA)コーティング下で HepG2 の

細胞生存率には有意な差は見受けられず，コーティング

なしの HepG2 の細胞生存率と変わりはなかった．また，

PDL コーティング下で HepG2 の細胞生存率は，コント

ロール群（Cnr），および poly(α-LysAA)コーティング下の

HepG2 の細胞生存率に比べて有意に高かった．結果とし

て，培地の血清の有無に関わらず PDL は細胞の足場とし

ての機能を持ち，細胞の増殖（または細胞の維持）を促

進させることができるが，poly(α-LysAA)には同様の機能

はないことが明らかとなった．

Fig. 5 Poly(α-LysAA)コーティング培養皿（10%FBS 含有

培地）での HepG2 の細胞増殖（p*< 0.05 vs. Cnr）

3-3. Poly(α-LysAA)コーティングによる三次元培養

培養 9 日目（Fig. 6）の PDL コーティング下では，HepG2
が細胞同士で重なり合っていることが確認された．これ

は細胞間の接着によるものと推測され，PDL には細胞と

の接着のみならず細胞を遊走させる作用を持つことがわ

かった．一方，poly(α-LysAA)コーティング下では，HepG2
の形態に与える変化は，コーティングをしていない細胞

と比較しても確認できなかった．細胞の集合は見られる

ものの，これはコーティングをしていない細胞にも見ら

れた．培養 11 日目（Fig. 7）には，1.0 mg/ml poly(α-LysAA)
コーティング下の HepG2 は細胞が剥離し，培地中に浮遊

してしまっていた．0.1 mg/ml poly(α-LysAA) (1h)の写真の

黒い部分が，HepG2 の剥離，および培地上に浮遊してい

る様子である．また，poly(α-LysAA)コーティング下とノ

ンコーティング下に共通するのは，培養 9 日目と違い細

胞同士がより密になって集合していた．これは，PDL コ

ーティング下での HepG2 の立体的に重なり合ってでき

たものとは異なると判断した．Poly(α-LysAA)コーティン

グ下の細胞が剥離していること，加えて，培地交換の際

に培地が黄色に変色しており，これは細胞のオーバーグ

ロースによる剥離前の段階であると考えられた．培養を

継続した結果，この 2 つの条件下の細胞が剥離したため，

前述のことが明らかとなった．一方，PDL コーティング

下，では HepG2 未処理と比較して，細胞同士が密に接着

して凝集塊が見られた．

Fig. 6 Poly(α-LysAA)コーティングによる HepG2 の

三次元培養（培養 9 日目）
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下で HepG2 の細胞生存率には有意な差は見受けられず，

コーティングなしの HepG2 の細胞生存率と変わりはな

かった．また，PDL コーティング下で HepG2 の細胞生存

率は，コントロール群（Cnr），および poly(α-LysAA)コー

ティング下の HepG2 の細胞生存率に比べて有意に高か

った．結果として，PDL は細胞の足場としての機能を持

ち，細胞の増殖（または細胞の維持）を促進させること

ができるが，poly(α-LysAA)には同様の機能はなく，

HepG2 に poly(α-LysAA)は不活性であると考えられる．

Fig. 4 Poly(α-LysAA)コーティング培養皿(無血清培地)で
の HepG2 の細胞増殖（p*< 0.05 vs. Cnr）

3-2.2. Poly(α-LysAA)コーティングによる細胞増殖

（10%FBS 含有培地）

上記の方法(2-3.2)を用いて，0.1，0.25，0.5，1.0 mg/ml
の poly(α-LysAA)で培養皿をコーティングした後，

10%FBS 含有培地で HepG2 の細胞培養を行い，CCK-8
assay にて細胞生存率を測定した（Fig.5）．無血清培地の

結果と同様で，poly(α-LysAA)コーティング下で HepG2 の

細胞生存率には有意な差は見受けられず，コーティング

なしの HepG2 の細胞生存率と変わりはなかった．また，

PDL コーティング下で HepG2 の細胞生存率は，コント

ロール群（Cnr），および poly(α-LysAA)コーティング下の

HepG2 の細胞生存率に比べて有意に高かった．結果とし

て，培地の血清の有無に関わらず PDL は細胞の足場とし

ての機能を持ち，細胞の増殖（または細胞の維持）を促

進させることができるが，poly(α-LysAA)には同様の機能

はないことが明らかとなった．

Fig. 5 Poly(α-LysAA)コーティング培養皿（10%FBS 含有

培地）での HepG2 の細胞増殖（p*< 0.05 vs. Cnr）

3-3. Poly(α-LysAA)コーティングによる三次元培養

培養 9 日目（Fig. 6）の PDL コーティング下では，HepG2
が細胞同士で重なり合っていることが確認された．これ

は細胞間の接着によるものと推測され，PDL には細胞と

の接着のみならず細胞を遊走させる作用を持つことがわ

かった．一方，poly(α-LysAA)コーティング下では，HepG2
の形態に与える変化は，コーティングをしていない細胞

と比較しても確認できなかった．細胞の集合は見られる

ものの，これはコーティングをしていない細胞にも見ら

れた．培養 11 日目（Fig. 7）には，1.0 mg/ml poly(α-LysAA)
コーティング下の HepG2 は細胞が剥離し，培地中に浮遊

してしまっていた．0.1 mg/ml poly(α-LysAA) (1h)の写真の

黒い部分が，HepG2 の剥離，および培地上に浮遊してい

る様子である．また，poly(α-LysAA)コーティング下とノ

ンコーティング下に共通するのは，培養 9 日目と違い細

胞同士がより密になって集合していた．これは，PDL コ

ーティング下での HepG2 の立体的に重なり合ってでき

たものとは異なると判断した．Poly(α-LysAA)コーティン

グ下の細胞が剥離していること，加えて，培地交換の際

に培地が黄色に変色しており，これは細胞のオーバーグ

ロースによる剥離前の段階であると考えられた．培養を

継続した結果，この 2 つの条件下の細胞が剥離したため，

前述のことが明らかとなった．一方，PDL コーティング

下，では HepG2 未処理と比較して，細胞同士が密に接着

して凝集塊が見られた．

Fig. 6 Poly(α-LysAA)コーティングによる HepG2 の

三次元培養（培養 9 日目）

Fig. 7 Poly(α-LysAA)コーティングによる HepG2 の

三次元培養（培養 11 日目）

4．結言

両性イオン構造 poly(α-LysAA)の医用材料への応用を

目的に，HepG2 細胞毒性から生体適合性評価を試みた結

果，poly(α-LysAA)添加による HepG2 の細胞生存率に有

意差はなく，poly(α-LysAA)の HepG2 細胞に対する毒性

はないことが確認できた．次に，PDL コーティング下で

の HepG2 の増殖は，すべての濃度において有意に促進す

るのに対し，poly(α-LysAA)コーティングでは，細胞生存

率に有意差がない．さらに，PDL コーティング下での

HepG2 は細胞同士の接着による立体的な細胞塊が見ら

れ，長期間に細胞を維持することが可能であるが，poly(α-
LysAA)コーティングでは，HepG2 はコーティング無し条

件下と形態変化の違いがない．さらに，早期に細胞がは

く離する細胞非接着性も有する．線溶タンパク質 Plg お

よび t-PA と特異結合するが，他の血漿タンパク質の吸着

を抑制する生体適合性を示す poly(α-LysAA)は HepG2 へ

の細胞毒性がなく，増殖への影響も殆どない．従って，

他の体細胞に対しても不活性である PMPCと同様な生体

適合性を有すると考えられる．今後，poly(α-LysAA)が生

体内で反応を示す Plg や t-PA との相互作用による線溶活

性作用の効果について血球系細胞による評価から，血液

適合性の評価が期待される．
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