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要旨

灌 流培養環境 下でHL60細 胞 と1型 コラーゲ ン との相互作用 を観察す るた め,poly(dimethylsiloxane)を

用 いて微小流路 デバ イス(幅700μm× 高 さ100μm× 長 さ20mm)を 作製 した.矩 形 断面を有す る微 小流

路内壁4面 すべて を酸素 プラズマ処理 し,ニ ワ トリ1型 コラー ゲン とウシ胎児血清成分 タ ンパ ク質 を灌

流 して固定化 した.固 定化 された タンパ ク質 の吸着量 をSDS一 ポ リアク リル ア ミ ドゲル 電気泳動 にて定量

的に調 べた結果,血 清 タンパ ク質 に対 して酸 素プ ラズマ処理の効果 は認 め られ なかったが,1型 コラー

ゲ ンでは酸素プ ラズマ処理 の効果 が経 時的に減少 す るに従い,そ の 固定化量 が増加 した.作 製 した微小

流路デバ イスを用 いた0.2μL/minの 灌 流培養 下で,HL60細 胞 は1型 コラーゲ ンにのみ ロー リングあ るい

は接着 挙動 を示 した.酸 素プ ラズマ処理 の効果 は1型 コラーゲ ンに対す る細胞接着 に大 き く影響 した.

HL60細 胞 の接 着挙動 は固定化 され た1型 コラー ゲン量 に単純 に比例せず,そ の構造 変化 を認識す ること

が示唆 され た.

1.緒 言

一 般 に動 物 細胞 は単 独 で増 殖 ・分化 す る こ とはで きず
,細 胞 間 に存在 す る細胞 外 マ トリ ックス

(Extracellularmatrix:以 下,ECMと 省略)が 細胞足場 として必要 とされ る.ま た組織 によ りECMの 組

成や 量比が異な る特 異性 があ り,各 組織 が正常に働 くためにECMは 自己的 に構築 され る.ECMの タ ン

パ ク質成 分 と して はコラー ゲンや フィプ ロネクチ ンな どが,多 糖成分 としてはグ リコサ ミノグ リカンや

コン ドロイチ ンな どが挙 げ られ る.細 胞 には この よ うなECMの 各成 分を足場 として認識す る受容体があ

り,周 辺の細胞外環境か ら運動,細 胞周期,細 胞 死,分 化 な どに関わるシグナル を鋭敏 に感 じとってい

る.つ ま り,受 容体 はECMに 存在す る リガ ン ドと特異的 に結合す る.例 えば,コ ラーゲ ンや フ ィプ ロネ

クチ ンと結合す る主な受容 体はイ ンテ グリン ・フ ァミ リーで,細 胞 膜1回 貫通型 の α鎖 と β鎖 のヘ テ ロ

ニ量体 分子 であ る(1・2).インテ グ リンは19種 類 の α鎖 と8種 類 の β鎖 の組 み合 わせ で リガ ン ド分子を正

確 に識別す る.受 容体 と結合 したECMの 質 的量的な情報 はア クチ ン結合 タ ンパク質 な どのシグナル伝達

分子 を介 して細胞 内へ伝 え られ,細 胞 個体の運命 を決 定す る.

これ らECM成 分 は生物材料 として早 くか ら注 目され て構造解析や機能解析 な どの数 多 くの研 究が成

され,さ らにその一部は1〃γ'肋での細胞 生物 学的な研 究に広 く利用 され ている.特 に1型 コラーゲ ンは

ウシや ブタか ら多量に調製 でき ることか ら広 く利用 され てきた.1型 コラーゲンは2本 の α1鎖 と1本 の

α2鎖 か らなる三重 らせ ん構造 を特徴 とす る分子量約30万 の直鎖状 タンパ ク質 で,中 性pHで は 自己会合

して特徴 的な線 維 を形成す る性質 を もつ.コ ラーゲ ンを含 む生物材料 の長所 は細胞 との親和性 に優 れ る

ことな どであ り,短 所 として は機械 的な強度 が弱 く加 工 しにくい点 な どが挙 げ られ る.今 日では,こ れ
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ら短所 を補 うべ く多種類 の合 成高分子が開発 されて担体 と しての応 用が試行 されてい る(3).例 えば,加

工 しや すいポ リスチ レンはグロー放電や硫酸処理 を施 す ことで,よ り細胞 との親和性 を改善す ることが

でき る.特 に最近 では,細 胞培 養の新 しい基材 として微 細加 工が可能 なシ リコー ンの一種 であ るpoly

(dimethylsiloxane)(以 下,PDMSと 省略)を 利用 した研 究応 用が報告 されてい る(ヰ6).PDMSは 加熱す る

ことに よ り容 易に固化す る.よ って,μmサ イズの凸凹の型(モ ール ド)を 作製す ることで任意 の微 小流

路を作製 でき る.ま た,タ ンパ ク質 がPDMSに 吸着す ることは よく知 られてい るので,細 胞接 着性 タ ン

パ ク質 を基板 上に任 意にパ ター ン化 す ることがで きる(7・8).た だ し,タ ンパ ク質 の合成 高分子へ の吸着

は表 面 自由エネル ギーや表 面電荷 な どが大き く影響 し(9),吸 着後に もタンパ ク質の構造変化 が起 こるた

め,普 遍 的な表 面物性 を得 ることは難 しい と考え られ てい る(10'12).そ の他 にも,タ ンパ ク質 の吸着は極

端 な親 水性 で も疎水性で も低 くなる ことが知 られ てい る.こ の よ うな複雑 な現象 を考慮 して生物材 料 を

開発 ・評価す るためには,タ ンパ ク質の吸着作 用を制御 して吸着 量を解 析す ることが必要であ る.

生体組織 の環境 を考 える と,細 胞 は栄養成分や タ ンパ ク質な どが流れ てい るも しくは拡散 してい る中

で増殖 ・分化 してい る.こ れ までの細胞 の研 究報 告の多 くは静置培養下 での観察 であ り,灌 流培養 下で

の挙動 につ いての言及 は少 ない.そ れは1ηγ1鱒で簡 便に灌 流培養観 察でき る装置を入 手 しに くい ことが

理 由の一つ として挙 げ られ る.し か し,流 速 のある培養条件 で,細 胞の受容体 とECM成 分の リガ ン ドと

の結合 に関す る研究 な どは生体 内モデル として重 要であ る.上 記の 問題点 を解決す るために,微 少な流

速 を安 定に制御 で きるマイ クロポンプを連結 した培養器 が考 え られ る.我 々はこれ までに灌 流培養 下で

細胞 の挙動 を観 察す るため,PDMSを 材料 とした微 小流 路デバ イスを設 計作製す ることを試 みてきた.

その一 方で,細 胞はPDMSに 接着 しないため(不 活性 であ るため),直 接,細 胞 を流路面に静止 させ て

観 察で きない.そ こで本研 究で は,細 胞 の足場 タ ンパ ク質 と して知 られ る1型 コラーゲ ンに注 目し,

PDMSへ の最適 な固定化 方法 を灌 流条件 下で検討す ることを第一の 目的 と した.ま ず,PDMS表 面の親

水性 の強弱が タンパ ク質 の固定化量 に どの よ うに影響 す るか を調べ るた め,メ チル基 を水酸 基に置換 す

る酸素プ ラズマ処理 を検討 した.1型 コラーゲ ンの線維構 造変化や生化学的性質 な どの知 見はデー タ解

析 に重要なので,こ れ までに研究 実績 のあ るニ ワ トリ1型 コラー ゲンを用 い ることに した(13'18).ま た,

ヒ ト前骨髄性 白血病 細胞 であ るHL60の 接着 挙動 を灌 流環境 下でタイム ラプス観 察 し,PDMSに 固定化

した タ ンパ ク 質 種 の 影 響 を調 べ る こ とを 第 二 の 目的 と した.HL60細 胞 は1型 コ ラー ゲ ン の

Pro-HyPro-Gly配 列 と特異的に結 合す る受容体(Leukocyte-associatedimmunoglobulin-likereceptor-1,以 下

LAIR-1と 省略)を もつ ことが既 に報 告 されてい る(19-21).こ の よ うな微小流路 の灌流培養 下で細胞 の接

着挙動 を観 察でき る系を確 立す ることは,細 胞 の機能 を よ り正 しく理解 でき ると期待 され る.

2.方 法 と材料

2.1P】)MS製 微小流路 デバ イスの作製

微小流路 デバ イスは3次 元CADPro/ENGINEERWF3.0(PTC.Needham,MA)で 設 計 し,そ の設 計デー

タに基 づいてフォ トマスクを制 作 した.微 小流路の寸法は,幅700μm× 高 さ100μm× 長 さ20mmと した.

シ リコン基板 上に塗付 して熱処理 した フォ トレジス トSU-83050(日 本化薬株式 会社)に マスクパ ター ン

を露 光 し,現 像す るこ とによ り流路パ ター ンの母型 を得 た.PDMSは 東 レ ・ダウコーニ ング社 のSylgard

184を 用 いて,主 剤 と触媒 の重量比を10:1と して混和 して脱気 した.こ の混和物 を フォ トレジス トパ

ター ンに流 し込 み,600Cで2時 間放置 して固化 させ た(図1).固 化 したPDMSを モール ドか ら剥が し,

細胞 注入用 の直径4mmの 孔 を2カ 所,吸 入用の直径3mmの 孔 を1カ 所 開けた.PLASMACLEANER

PDC-32G(HARRICKPLASMA,NY)を 用いて微小流路 の底 面台 とな る50×40mmの カバーガ ラス(松

波硝子株式会社)を5分 間酸素プ ラズマ処理 し,そ の上 にPDMSを ス ピン コーター(1H-D7,MIKASA



社)に よ り均 一に塗付 した.そ の後,120℃ で15分 間放 置 して固化 させ た.上 側 面のPDMSと 底面のPDMS

表 面は酸素 プ ラズマ処理(圧 力500mTorr,出 力10.5W)に よって活性化 後,貼 り合わせて60℃ で15分

間放置 して接合 させ た.培 地 な どを流入 させ るための シ リコー ンチ ュー ブを接着剤 にて接合 させ て,

PDMS製 微小流路デバイ スを完成 させ た(図2).

2.2タ ンパク質のPI)MS製 微小流路デバイスへの固定化 と吸着量の分析

PDMS表 面の酸素プ ラズマ処理 が タンパ ク質 の固定化 に どの よ うに影響す るかを調 べ るため,吸 着 し

たタ ンパ ク質量をSDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲル電気泳動(SDS-PAGE)に て定量化 した.PDMS表 面の

酸素プ ラズマ処理 に よる効果 は経 時的にその効果 が減少す るため,処 理 後す ぐに滅 菌水 で満 た して3日

後 と7日 後 まで放 置 してその効 果を検証 した.ま た,固 定化す るタ ンパ ク質 は,細 胞培養 で汎用 され る

ウシ胎児血清(以 下,FCSと 省 略)と ペ プシ ンで処理 したニ ワ トリ1型 コラーゲ ン(研 究室で調製,PHCol

と省 略)と した(18).FCSは フェチ ュイ ンや フィプ ロネ クチ ンな ど多種 多様 な タンパ ク質の混合物 であ り,

また一般 に親水性の高い タンパ ク質 が多量に含 まれ る.一 方,1型 コラー ゲンは典型 的な直鎖状 タンパ

ク質で血清 タンパ ク質 に比べ る と疎水性 であ り,生 体内では線維 を形成 して細胞 に足場環境 を提 供す る

ことが知 られ る.こ れ ら性 質の異な るタ ンパ ク質成 分は細胞 生物 学の研 究では 日常的に用い られ る.

まず シ リンジポ ンプ(NE-1000X,ニ ュー ロサイエ ンス株式会社)を 用 いて,生 理食塩 を含 む りん酸緩

衝液(PBS(一))でPDMS製 微小流路 を洗浄 した.次 に流速0.2μL/minでFCS成 分 を3時 間流 して,タ ン

パ ク質 成分 をPDMS表 面 に固定化 した.余 分 なFCS成 分 を除 くた め,PBS(一)で0.6μL/minで3分 間洗浄

した.同 様 に1.Omg/mLのPHColをPDMS製 微小 流路 に固定化 した.固 定化 したそれぞれの タンパク質

は,剥 離液(8mol/L尿 素,2%SDS,10mMジ チオ トレイ トール)を44μL注 入 して回収 した.回 収 し

たFCS成 分 は10%SDS-PAGEに て,同 様 な工程 で回収 したPHColは5%SDS-PAGEに て定量化 した.本

方法に よ り,酸 素プ ラズマ処理0,3と7日 後の吸着量 をそれぞれ調 べた(図3Aと3B).SDS-PAGE

の染色 画像 か ら各バ ン ドピー ク面積 をImageJ画 像解析 ソフ トウエ ア(NIH,Bethesda)に て定量化 した結

果 を表1に ま とめた.表1の 数値 は,電 気泳動 ゲル 画像か ら得 られたデ ンシ トグラムの各 ピー クの面積

を画素数(pixel数)で 定量化 した もので ある.

2.3タ ンパク質 を固定化 したPDMS製 微小流路 デバ イス内部 でのHL60細 胞の ロー リング と接着挙動

の観察

HL60細 胞(ATCC,DSフ ァーマ メデ ィカル株 式会社)は ヒ ト前骨髄性 白血病 細胞 で,血 球系の細胞 と

して よく研 究 されているd9).本 研 究では,未 分化 のHL60細 胞 を灌流培養 条件下で タンパ ク質 を固定化

したPDMS製 微小流路内に流 し込み,固 定化 タンパ ク質への ロー リングと接 着挙動 をECLIPSE-100倒

立型位相差顕微鏡(ニ コン株式会社)に て観 察 した.HL60は2.0×105個/mLに なる よ うに10%FCS含 有

RPMII640培 地(日 水製薬株式会社)に て調製 し,細 胞浮遊液 とした.本 細胞浮遊液 をPDMS製 微 小流

路デバ イスの細 胞導入用 ポー トに注入 し,流 速0.2μL/lninで シ リンジポ ンプに よ り培 地を吸引 しなが ら

直接倍 率10倍 で1枚/10秒 間隔で最長9分 間撮影 した(図4A).撮 影 した画像 か ら,流 れた全細胞数 と

ロー リング と接 着 したHL60の 各細胞数 を積算 し,そ れぞれ の比率(%)を 計算 した.次 にFCSタ ンパ

ク質 とPHColを 固定化 した微小流路デバイスで,そ れぞれ ロー リング率(%)と 接着率(%)を 求めた

(図4Bと 図4C).さ らに酸 素プ ラズマ処理3日 目と7日 目のPDMS製 微 小流路 デバ イスを用いて,

同様 にHL60の ロー リングと接 着 した細胞数 を積算 して表2と 表3に ま とめた.



3.結 果 と考察

3.1PI)MS製 微小流路 デバ イスの作製

通 常,PDMS製 微小流路 デバ イスでは,倒 立位相 差顕微鏡 での観 察を容易 にす るために流 路の底 面を

カバ ーガ ラスでカバー して いる.し か しなが ら,単 にカバーガ ラスで微小流路 を密 閉す ると,流 路内の

底 面のみがガ ラスで側壁 と上面がPDMSと な る.そ のため,細 胞 とタンパク質 を固定化 したPDMSと の

接触挙 動のみ を観察す る上で支障 が生 じる.そ こで本研 究では,底 面 となるカバー ガラスの表面に厚 さ

100μm程 度のPDMSの 層 を形成 す ることで,微 小流路の全ての壁 面 をPDMSで 構成 した.こ の平坦な

底面にモール ドで型 取 りしたPDMSの 凹面 を張 り合わせ ることで流路 を作成 した.図1にPDMSの 凹面

の断面図(幅715μm,高 さ94.3μm)を 示 す.こ の手法に よ り,顕 微鏡 画像 の鮮 明 さを得 ることができ

るとともにタ ンパ ク質 と細胞 の接着 挙動 を観 察す ることが両立できた.PDMSは 自家蛍 光がほ とん どな

いので,細 胞 を蛍光染色 して蛍光顕微鏡で観察す るこ とも可能 である(22).ま た,今 回作製 したデバ イス

はY字 型の流路 を有 してお り,ポ ー トAと ポー トBに 異 な る成分 を注入 してマイ クロポ ンプで吸引す る

と,微 小 流体の特性 に よ り容 易に二層 流を形成す ることがで きる(図2).単 一流路 内で異なった血清 タ

ンパ ク質お よび コラーゲ ンを個別 に固定化す ることに よ り,よ り高 い空 間分解能 で細胞 の接 着挙動 を観

察でき る.実 際,二 液 の粘 性を考慮す ることに よ り,0.3μL/minの 低流 速で層流 を保 つ ことを確認 した

(未発 表).生 体 の血 管で はY宇 分岐形状 は一般的 であ り,そ の よ うな血管形状 をモデル としたPDMS

デバ イスを用 い ることで血球 系細胞 の挙動 を疑似観 察でき ることが期待 され る.

図2PDMS製 微小流路デバ イスの全体 図

HL60細 胞 を注入 でき る2個 のポー ト

(AとB)を 備 えたY字 形 のデバイス

図1PDMS製 微小流路の凹面の断面 図

測定 した底面の幅は715μm,高 さは93.4μmで ある.

3.2タ ンパク質のPI)MS製 微小流路デバイスへの固定化 と吸着量の分析

PDMS表 面の酸素プ ラズマ処理 に よる親水性効果 が タンパ ク質吸着 量に与え る影響 について調 べた結

果 を図3と 表1に 示 す.図3Aと 図3Bは それ ぞれFCS成 分 タンパ ク質 とPHColで,各 レー ンは酸素プ

ラズマ処理 日か らの 日数 を示す.タ ンパ ク質 の種類 に よって,PDMSへ の吸着量に違 いが認 め られた.

FCS成 分 タンパ ク質の総吸着量はPHColの100倍 以上 と考 え られ,ま たFCSに 含 まれ る多種 多様 なタ ン

パ ク質 が吸着 され ている ことが分かった.分 子量 で考察す る と,1.0×104～5.0×105ま での幅広 い分 子種 が

見 られ る.し か しなが ら,酸 素 プ ラズマ処理 と吸着 量 との関係 は断定できなかった.FCS成 分には多量

の親水性 タ ンパ ク質 が含 まれ ることか ら,酸 素プ ラズマ処理 の効果 に影響 を受 けに くいのか もしれ ない.

一方
,PHColの 吸着量 は酸素プ ラズマ処理の効果 によって大 き く影響 を受 けた.酸 素プ ラズマ処理0日

目では吸着 量は低 く,酸 素 プ ラズマ処理効果 が弱 くな ると吸着 量は2倍 程度増加 した(表1).



A,Bの 各 レー ン番 号

1:分 子量マーカー

2:酸 素プ ラズマ処理0日 目の

回収物

3:3日 目の回収物

4:7日 目の回収物

FCS成 分の回収 物のPHColの 回収物 の

10%SDS-PAGE5%SDS-PAGE

図3酸 素 プラズマ処理 したPDMS表 面に固定化 され たFCSとPHColのSDS-PAGE

表1PDMSの 微小流路表 面に固定化 したPHColの 定量値

α1鎖+α2鎖経 時 日数 α1鎖 α2鎖

(日)

図3BのPHColのSDS-PAGE染 色 像 をImageJに て 定 量化 した.

3.3タ ンパク質を固定化 したPI)MS製 微 小流路 デバ イスでのHL60細 胞 の ロー リング と接着挙 動の観

察

HL60細 胞浮遊液 を流速0.2μL/minで 灌流培養 し,流 速 に抵抗 して ロー リングや接着す る細胞数 を積算

した.ロ ー リングや接着す る細胞 は,受 容体 が固定化 した タンパ ク質 と接触 して結合す ることを意味す

る.一 方,素 通 りす る細胞 は受容体 が結合 しない ことを表 してい る.図4Bと4Cの 積算 した全 細胞数

との比 率(%)を 表2と 表3に それぞれ示す.タ ンパ ク質 を固定化 してい ないPDMS表 面では,注 入 し

たすべ てのHL60細 胞 はそのまま素通 りした(図4A).酸 素プ ラズマ処理 の効果 はなに も認 め られなか

った.つ ま り,HL60細 胞 はPDMSと の接着点 をもたず,流 速に従って流れ ることが示 された.FCS成

分タ ンパ ク質の固定化 量に酸素 プ ラズマ処理 の効果 が認 め られなかっただけでな く(図3A),HL60細

胞はFCS成 分 タンパ ク質 にまった く接着 挙動 を示 さなかった(図4B,表2).HL60細 胞 は血球系細胞

であ り,血 清 タ ンパク質 とは結合 しに くい ことを意 味 してい る.

しか し,PHColを 固定化 したPDMS表 面の場合,HL60の 接着挙動 は著 しい変化 を示 した(図4C).

酸素プ ラズマ処理0日 目では,全 細胞数368個 に対 して流路表 面を ロー リングあ るいは接 着 した細胞数

は88個(24%)で あった.よ って4個 に1個 の細胞 は,PHColと 接 触 した後,分 子 レベル での結 合 と解

離 が起 こってい ると考え られ る.実 際には微小流路 の高 さが約100μmな ので,直 径約10μmの 細胞 が

PDMS面 と接触せず に流れ る場合 も想定 され る.よ って,す べ ての細胞 がPDMS面 に接触 した場合 には



図4微 小流路デバイ スで灌流培養 したHL60の 細胞観 察像

酸素プラズマ処理0日 目のHL60細 胞の灌流培養の観察像を示す.A,無 処理;B,FCS固 定化処理;C,PHCol

固定化処理.各 図は流速02μL/mh1の 灌流9分 後の観察像で,ロ ー リングもしくは接着 した細胞 を円印で示す.

表2FCSを 固定化 したPDMS表 面に ロー リングと接着 したHL60の 細胞数

比率

(%)

ロー リングと接着 した細胞数

(個)

全細胞数

(個)

酸素プラズマ経過 日数

(日)

各細胞数は,0分 から9分 まで灌流培養した細胞でローリングあるいは接着した細胞数を積算した.

表3PHColを 固定化 したPDMS表 面 に ロー リング と接着 したHL60の 細胞 数

埣

鮒

」レ

(

ローリングと接着 した細胞数

(個)

全細胞数

(個)

酸素プラズマ経過 日数

(日)

∪一「v∪∪∪

各細胞数は,0分 から9分 まで灌流培養した細胞でローリングあるいは接着した細胞数を積算した.

表3の 比率は さ らに高 くなる.ま た このロー リングと接 着の比率 は培養液 の流速 が増加す るに従 って減

少 した ことか ら,HL60とPHColと の結合 の親和性 はそれ ほ ど強 くない こ とが示唆 され た(未 発表).興

味深 い ことに,酸 素 プラズマ処理 の効果増減 によって,HL60細 胞の接 着挙動に変化が認 め られた.酸 素

プラズマ処理3日 後 と7日 後,ロ ー リング と接着 の比率 もそれぞれ18%か ら9%ま で減少 した.図3B

で示 した よ うに,3日 後 において もPHColのPDMS表 面結合 量は十分 と考 えられ る.よ って,こ の現象

はHL60細 胞表 面に存在す る コラーゲ ン受容 体分子 とPHCo1分 子 との数量 的な相互作用 ではな く,PHCol

の質 的な変化(構 造 変化)が 影響 している と推察 され る.仮 に酸素 プラズマ処理 によるPHColの 吸着 量

が不十 分であったな らば,タ ンパ ク質を吸着 していないPDMS表 面にはHL60細 胞 は接着 しな くな るは

ず であ る.以 上の結果 よ り,酸 素 プラズマ処理 の効 果は固定化す るタンパ ク質種 に よって異 な り,必 ず

しもその効果は 同 じにな らないこ とが示 され た.つ ま り,固 定化す るタンパ ク質 を用 いて酸 素プ ラズマ

処理 の効果 を調 べ ることが必要 であ る.

HL60細 胞は,流 れに逆 らって固定化 されたPHColと 結合 ・解離す ることが明 らかになった.細 胞膜

表 面に存在す るコラーゲ ン受容 体は,イ ンテ グ リン ・ファミ リーの α1β1や α2β1,discoidindomainreceptor



(DDR)のDDR1やDDR2,そ の他 に免疫細胞 に特異的 に発現 してい るLAIR-1な どが よく知 られてい

る(1・2・21・23).よって、本研究 で示 され たHL60の 接着 挙動 に関 して もこれ ら受容 体が関与 してい る可能性

が高い.

我 々は,幅700μm,高 さ100μm,長 さ20mmと い う微小流路 を4面PDMSで 作製 し,0.2μL/minの

安定流 速で細胞 を灌流培養 してそ の挙動 を顕微鏡観 察で きることを示 した.今 後,こ の微小 流路デバイ

スを用いて二液 層流 の条件 下で異な るタ ンパ ク質組成 をPDMS面 に同時固定化 して灌流培養 した細胞 の

接着挙 動の差異 を観察 し,さ らに受容体 と細胞 内の シグナル伝達 に関わるタンパ ク質 を蛍 光顕微鏡 で観

察す ることを検討 してい る.
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英文抄録

Adsorption of Type I Collagen onto Poly(dimethylsiloxane) Microfluidic Device and 
 Time-lapse Observation of HL60 Cells under Continuous Perfusion.

da3, Nobuhiro Kato4Masaaki Kaku, Hiroyuki Nishiyama2, Saori Kunii2Koichi Morimotol

We developed microfluidic device (W 700 gm x H 100 gm x L 20 mm) with poly(dimethylsiloxane) to observe 
adhesion of HL60 cells on type I collagen under continuous perfusion. The surface of poly(dimethylsiloxane) was 

treated by oxygen plasma and then coated by fetal calf serum proteins or chicken type I collagen. By using 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, we showed that treatment of oxygen plasma had no effect on binding of 
serum proteins on the polymer surface. However, the amount of collagen on the surface increased by decreasing of 

the effect of plasma treatment. On the serum protein-coated polymer surface, HL60 cells fully flowed through 

under 0.2 iaL/min flow rate. On the other hand, HL60 cells bound to the collagen-coated polymer surface and 
subsequently adhered to the collagen-coated polymer surface. We suggest that the conformation of collagen would 

alter depending on the degree of oxygen plasma treatment of PDMS and HL60 cells would recognize the 

difference in collagen structure.
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