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Abstract 

For high-throughput cell-diagnosis and non-invasive target cell recovery by using microarrays, the 
surface-modified glass substrates with a controlled poly(N-isopropylacrylamide)[poly(NiPAAm)] length were 
prepared by Activators ReGenerated by Electron Transfer surface initiated atom transfer radical 
polymerization(ARGET SI-ATRP). Polymer chain length was increased by the increase of the polymerization 
time (2h, 6h). From the Scanning probe microscopy(SPM) measurements, poly(NiPAAm) grafted glass 
observed polymer brush. From the contact angle(θ)measurements to water at 25℃ , the θ values of 
poly(NiPAAm) grafted glass decreased from θ=56°(the untreated glass) to θ=43°. The contact 
angle(θ)measurements to water at 40℃, the θ values of poly(NiPAAm) grafted glass increased from θ=43° to 
θ=52. HeLa cells attached and proliferated on g-glass at 37℃, above the lower critical solution temperature of 
poly(NiPAAm). After the cultivation of HeLa cells, the thermal stimuli-exfoliation were also examined at 25℃ 
for 1 h. The rations of number of thermal stimuli-exfoliation cells to the total number of attached on g-glass 
was 95%, while little thermal stimuli-exfoliation was obtained in the case of untreated glass. 
 

 

1. 緒言 

現在，疾患や障害に対し，万能細胞を用いた再生医療・

創薬スクリーニングが注目されている．しかし，万能細胞

の実用化には細胞機能の診断と，目的細胞の選択的回収等
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の様々な課題があるとされ，生体内環境に類似した細胞培

養や細胞の精密な分析診断技術の向上発展が望まれてい

る． これは，細胞内の遺伝子やタンパク質は単独で機能

しているわけではなく，細胞外からの刺激を受けながら相

互作用し，調節・制御されることで機能を発揮しているた

めである． さらに生体内の組織や器官において，ごく少

数の特異的な細胞集団が決定的な役割を果たすことが発

見されており，細胞機能の精密な評価とダメージの少ない

方法で目的細胞をはく離・回収し，これを培養・増殖する

ことで遺伝的また細胞周期的に全く同一の細胞集団の入

手を可能とする細胞診断ツールが望まれている．一般的に

細胞は疎水性表面に接着しやすく，親水性表面には接着し

にくいという性質を持っている．この点に着目し，温度刺

激により親・疎水性を可逆的かつシャープに切り替わる

poly(N-isopropyl acrylamide)[poly(NiPAAm)]をグラフト

した材料表面では poly(NiPAAm)の下限臨界共溶温度

(LCST)より高温側ではポリマー鎖が広がったランダムコ

イル構造をとり親水性を示し，低温下では，ポリマー鎖が

収縮したグロビュール構造となり疎水性を示す．このよう

なLCST より高温で細胞を接着・増殖後，LCST以下の温

度で poly(NiPAAm)グラフト鎖の相転移により，細胞接着

面の足場を崩すことではく離する細胞培養用基板は既に

知られている 1)~3)．ガラスや金表面へのポリマー修飾方法

で知られている表面開始グラフト重合ではポリマーの分

子量が精密に制御しにくく，基板表面に修飾した際にポリ

マー鎖の長さが不均一であることが挙げられていた．表面

開始グラフト重合法では，そのため細胞の接着面がフラッ

トでないことが示唆されていた．そこで新たな手法として

重合時間により重合ポリマーの密度・分子量の制御が可能

な表面開始原子移動ラジカル重合(SI-ATRP)が注目されて

いる 4)． 

SI-ATRPは，基板表面に開始剤であるハロゲン化アルキ

ルを修飾し，触媒に金属錯体を用いて行うリビングラジカ

ル重合法で，精密にポリマー鎖長を制御できるため，厚さ

数 nm～500 nmに至る厚さのポリマーの膜を均一に作製

することが可能である．しかし，SI-ATRPに一般的に使用

される金属触媒である Cu(I)は，非常に酸化されやすく不

安定なため，反応系内の厳密な脱酸素が必要となり，扱い

づらいデメリットがある．そこで SI-ATRP の反応系に過

剰の還元剤を加えることで酸素による失活を大幅に低減

できる ARGET SI-ATRPによる簡便な重合法の検討を行

った 5)~7)．酸化や停止等の過程で発生した Cu(II)種を過剰

の還元剤が Cu(I)種に還元することで酸素存在下での重合

が可能となる．  

本研究では，SI-ATRP 法よりも簡便な手法である

ARGET SI-ATRPを用いて作製した基板また，基板上にグ

ラフトされた poly(NiPAAm)鎖のポリマー鎖長による細胞

の接着とはく離に与える影響の検討を行った，また，

poly(NiPAAm)の細胞培養およびはく離基材としての応用

さらには UCST を示す温度応答性ポリマーの材料表面へ

の修飾技術などの可能性を検討するためガラス基板上へ

の poly(NiPAAm)グラフトを試みた．  

 

2. 実験 

2.1 試薬 

過酸化水素(和光特級)(関東化学(株)製)，硫酸(有害金属測

定用)(和光純薬(株)製)，ヨウ素(和光純薬(株)製)，ヨウ化ア

ンモニウム(和光純薬(株)製)，N,N’-ジメチルホルムアミド

(脱水)(DMF)(和光純薬(株)製)，トリエチルアミン(TEA) (和

光純薬(株)製)，3-アミノプロピルトリメトキシシラン(東京

化成工業(株)製)， 4-ジメチルアミノピリジン(DMAP)(和

光純薬(株)製)，2-ブロモイソブチルブロミド(BiBB)(東京化

成工業(株)製)，臭化銅(I) [Cu(I)](和光純薬(株)製)，

N,N,N’,N”,N”-ペンタメチルジエチレントリアミン 

(PMDETA) (和光純薬(株)製)，アスコルビン酸(和光純薬

(株)製)，脱水トルエン(和光純薬(株)製)はそのまま用いた． 

N-イソプロピルアクリルアミド(NiPAAm) (和光純薬(株)

製)はベンゼン/ヘキサン＝1/30(v/v)から再結晶して用いた．

Minimum Essential Medium(MEM)(GIBCO製)，牛胎児

血清(FCS)(SIGMA 製)は常法にしたがって調製して用い

た．水はMILLIPORE製Mill-Q Synthesis A10 超純水製

造機を用いて精製して使用した．エタノールは常法にした

がって精製した．カバーガラスはミクロカバーガラス

(φ=12 mm)(Fisher Scientific製)をエタノール洗浄した後，
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真空乾燥して用いた．マイクロアレイはトーヨーエイテッ

ク株式会社の提供品を用いた．リン酸緩衝生理食塩水

(PBS)(pH 7.4)は常法にしたがって調製した．滅菌水は水を

オートクレーブ滅菌して用いた．0.25％ Trypsin は常法に

従って調製して用いた． 

 

2.2 ARGET SI-ATRPによる poly(NiPAAm)のグラフト 

重合 

ガラス製シャーレを用い，ピランハ溶液[30％過酸化水素

/18 M 硫酸=1/3(v/v)]2 mLにカバーガラスを入れ 1 h浸漬

し，水でカバーガラスを洗浄した後，エアーコンプレッサ

ーで空気を吹き付けて乾燥した．洗浄後， 1 mM 3-アミノ

プロピルトリメトキシシランのDMF 溶液1 mLが入った

ガラス製スクリュー管にカバーガラスを入れ，60℃で 3 h

反応した．その後，DMF で表面を洗浄し，80℃，4 h 乾

燥器で焼き付け・乾燥を行った．焼き付け後，エタノール

で超音波洗浄 10 min行った． 7.2 mM DMAP，86 mM 

TEA の脱水トルエン溶液 5 mL が入ったセプタムキャッ

プ付きのガラス製スクリュー管にカバーガラスを入れ，10 

wt％の BiBB の脱水トルエン溶液 0.5 mL を調製し，0.5 

mL シリンジを用い，徐々にDMAP， TEA が入ったセプ

タムキャップ付きのガラス製スクリュー管に滴下し 30 

min，- 4℃で冷却した後，常温で 4 h反応し，トルエンと

メタノールで数回洗浄を行った．その後，トルエンで超音

波洗浄 5 min，メタノールで 5 min 洗浄した． 1 M 

NiPAAm，0.1 M PMDETA，25 mM CuBr(I)，0.25 Mア

スコルビン酸の 水/エタノール[10/1(v/v)]溶液 5 mL が入

ったセプタムキャップ付きのガラス製スクリュー管にカ

バーガラスを入れ，常温で 2 h，6 hと重合時間を変えて重

合を行った後，真空乾燥し ARGET SI-ATRP を用いた

poly(NiPAAm)グラフト化ガラス (g-glass-1,2)を得た．ま

た，ポリマー鎖長の変化の確認を行うため，同様の手法を

用い，poly(NiPAAm)グラフト化アレイ(g-array-1,2)を調整

した．g-array-1,2はヨウ素とヨウ化アンモニウムのエタノ

ール/水溶液を用いて，Au 表面をエッチングして Cr 表面

にして測定に用いた． 

 

2.3 g-glass及び g-array表面のキャラクタリゼーション 

水に対する接触角は温度調節ステージ付きの ErmaINC．

製ゴニオメーター式接触角測定機G-1型を用いて測定した

8)．このとき，熱電対をステージ上に接触させ表面温度を

計測しながら±0.1℃で温度調節した．ステージ温度を 25℃

とした後，基板上に 1 µLの水滴を置いた．1 min以内に

水滴の左右の接触角を測定した．測定は計 5回のうち，最

大値および最小値を除いた平均を接触角とした．また測定

温度を 40℃に上昇させ同様の操作を行い，40℃での接触

角の測定を行った．また，走査型プローブ顕微鏡(SPM)の

測定はShimadzu Corporation製 SPM-9500J3型(カンチ

レバーに Innovation Solutions Bulgaria Ltd．製 Budget 

sensors Tap300AI-G)を用い，大気雰囲気中で，走査範

囲：30 µm×30 µm，走査速度：0.5 Hzとし，位相検出シ

ステムによる表面の高低測定から評価した． 

 

2.4 HeLa細胞の接着と増殖  

調製した各種 g-glass は光学フィルム固定用透明両面テ

ープ HJ-3160W(日東電工(株))をグラフト面の裏面に貼り

付け，g-glass を 4 ウェルのマルチディシュ(ウェルサイズ

φ15 mm：PS)(Nunc)に固定化した．クリーンベンチ中で

固定した g-glass 表面をオートクレーブ滅菌済の滅菌水に

て 800 µL で 3回洗浄した．その後，クリーンベンチ中の

UV滅菌灯下約30 cmの距離にマルチディシュの蓋を開け

て静置，g-glass 表面を 1 hUV 照射して滅菌した．HeLa

細胞(理研 cells バンク：RCB007)を 10％牛胎児血清含有

Minimum Essential Medium(MEM)培地で培養した．そ

の後，HeLa細胞は 1 mLのTrypsin 溶液(2.5 mg mL-1)を

添加してはく離した．HeLa 細胞は浮遊細胞濃度を

(3.3×105 cells mL-1)に調製後，1 mL を上記 g-glass上を固

定化したウェル上に加え，インキュベーター(SCA-165D：

アステック)5%，CO2雰囲気下 37℃，24 h培養した． 

 

2.5  HeLa細胞の温度刺激によるはく離と細胞計測 

2.4節に従ってHeLa細胞を培養後，g-glass上に接着を

していない HeLa 細胞を除去するため，予め，HeLa 細胞

は 37℃に暖めておいた MEM 培地を用いて非接着細胞を
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洗浄した後，倒立型ルーチン顕微鏡(CKX31：OLYMPUS)

で観察し，顕微鏡デジタルカメラ(DP72-BSW)を用いて撮

影した．その後，温度刺激によるはく離を行うため，予め，

温度を 25 ℃に設定しておいたサーモプレート

(FTP-28190：AZ ONE)に g-glass を固定しているマルチ

ディシュを 1 h静置した．静置後，HeLa細胞では 800 µL

の MEM 培地を用い，3 回洗浄してはく離細胞を除去し，

ガラス上に残存する接着細胞数を倒立型ルーチン顕微鏡

(CKX31：OLYMPUS)で観察し，顕微鏡デジタルカメラ

(DP72-BSW)を用いて撮影した．細胞数の計測は，倒立型

ルーチン顕微鏡(CKX31：OLYMPUS)の観察から見積もっ

た．細胞は異なる 5箇所の顕微鏡視野をデジタル画像とし

て保存後，細胞数を計測した．その平均値を接着細胞数と

した．一方，冷却によるはく離操作後，上澄みを取り除き，

残存する接着細胞数を同様計算した．はく離率(%)は接着

細胞数との差から算出した． 

 

3. 結果と考察 

3.1 poly(NiPAAm)グラフト化ガラスの調製と表面のキ 

ャラクタリゼーンョン 

基板表面が HeLaS3 細胞の接着性に及ぼす検討から親

水性のアクリルアミドやアクリル酸グラフト化表面(接触

角 40°～50°)には細胞は接着しにくく，疎水性の高い表面

(接触角 60°～80°付近)には接着しやすいことが報告されて

いる 9)．ARGRT SI-ATRP という，SI-ATRP よりも簡便

な手法を用いて作製した基板また，基板上にグラフトされ

た poly(NiPAAm)鎖の違いによる細胞の接着とはく離に与

える影響の検討を行った，また，poly(NiPAAm)の細胞培

養およびはく離基材として応用する目的で，LCSTを示す

poly(NiPAAm)の材料表面へのグラフトを試みた．LCST

を示す poly(NiPAAm)を ARGRT SI-ATRP でガラス表面

上に重合時間を変えグラフトしたガラス基板の調製を行

った．g-glass のキャラクタリゼーションを Tbble 1 に示

す．g-glass の水に対する接触角(θ)を測定した結果，室温

25℃では未処理ガラスの56°に対して重合時間 2 hのもの

は 43°に接触角が低下し，水濡れ性が増加した．これは，

室温で親水性 poly(NiPAAm)鎖のグラフトにより，g-glass

表面の親水性が向上したためだと考えられる．また，重合

時間を 6 hに変えたものでも表面の接触角が低下し，水濡

れ性が増加したことを認めた．一方，40℃に温度を上げて

測定した接触角は未処理ガラスが変化しなかったのに対

し，重合時間 2 h のものは 52°とグラフト鎖である

poly(NiPAAm)の LCST以上の温度になると表面が親水性

から疎水性に変化した．同様に 6 h の g-glass でも同様の

結果を示した．また，ガラス表面への poly(NiPAAm)の修 

Figure 1. SPMimages of g-glass(a)Untreated glass(b)g-glass-1(c)g-glass-2  
 

Figure 2. SPMimages of g-array(d)Cr array(e)g-array-1(f) g-array-2  
 

Untreated glass

g-glass-1

g-glass-2

Figure 3. Phase-contrast microscope observation of HeLa cells 
attached(A) and thermal stimuli-exfoliation(B) on g-glass  

飾を確認するため，大気雰囲気下，g-glass 表面の 30 

µm×30 µmでのSPM測定の結果をFigure 1 に示す．未処

理ガラス表面では凹凸が無くフラットであることに対し，

poly(NiPAAm)をグラフトした g-glassではそれぞれ，ポリ

マーが由来だと考えられるポリマーブラシが表面上に観

察された．ARGET SI-ATRPでは時間依存的にポリマー鎖
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長が増加していくことが知られている．そこで，重合時間

を変化させ調製した g--array の基板上からポリマー高さ

を算出した．アレイ基板のクロム層面の高さが 8 nmと決

まっているため，そこからガラス面からのポリマー鎖長を

算出したところ重合時間 2 hが 15 nmであるに対し，6 h

では 25 nm になっておりポリマー鎖長が増加しているこ

とが確認できた(Figure 2)． ATRPの特徴である時間依存

的なポリマー鎖長の増加を確認した．重合時間の変化によ

る基板表面の水濡れ性の変化や LCST に与える影響は重

合時間やポリマー鎖長による影響をあまり受けなかった．  

 

3.2  g-glass表面での細胞培養と温度刺激によるはく離 

3.2節で温度刺激による親・疎水性が変化し，SPM測定

により表面性状の変化を認めた g-glass の細胞培養基板な

らびに培養後の温度刺激によるはく離，また，ポリマー鎖

長の違いによるはく離挙動に関する基礎的な知見を得る

ため，重合時間を変化した g-glass と未処理ガラス表面で

の細胞培養とHeLa細胞を用いて温度刺激によるはく離に

ついて検討した．4 wellの培養シャーレに直径 12 mmの

g-glass および未処理ガラスを well 上に透明両面テープで

貼り付けた．UV滅菌をした後，3.3×105 cells mL-1のHeLa

細胞を播種後，24 h 経過後の位相差顕微鏡写真をFigure 3

に示す．図からHeLa細胞は接着・伸展に関してはポリマ

ー鎖長の違う g-glass また，未処理ガラスによって大きな

違いは見られなかった．次に，温度刺激によって表面の

親・疎水性の応答を認めた g-glass を用いて，接着細胞の

はく離実験を行った．増殖後培地および雰囲気を 25℃とし，

1 h 静置した．各 g-glass 上で伸展形態で接着していた

HeLa 細胞は球状になり g-glass から浮遊することが確認

された．一方，未処理ガラス基板では温度変化前後での大

きな細胞はく離は認められなかった．はく離後，接着残存

する細胞数から見積もったはく離細胞の割合を Figure 4

に示す．HeLa細胞を用いたものでは，未処理ガラス(32%)

であった．数値の理由としては非接着細胞の除去の際に行

う洗浄作業で行ったピペッティング操作などによる細胞

のはく離であり，今回の場合は，温度変化による細胞のは

く離ではないと考えられる．一方，poly(NiPAAm)グラフ

ト鎖をもつg-glassでは重合時間を変化したg-glassでどち

らとも高いはく離を認めた． g-glass-1で76%がはく離し，

g-glass-2 でも 95％以上の高いはく離を認めた．ポリマー

鎖長が長い 6 hがポリマー鎖長が短い 4 hものよりもはく

離率が良いことを認めた．また，この実験の応用として，

poly(NiPAAm)のLCST系ポリマーではなくUCST系ポリ

マーを表面にグラフトした新規な細胞培養皿への応用も

可能になると考えられる．poly(NiPAAm)グラフト基板を

用いることで目的細胞を，温度刺激という細胞にとって非

侵襲的なはく離で細胞を得ることが可能になると考えら

れる．Trypsin 処理細胞と温度変化によりはく離した細胞

のダメージ比較については現在検討中である．ARGRT 

SI-ATRP で は な く 表 面 開 始 グ ラ フ ト 重 合 法

(Grafting-from法）(重合時間 20 h)により調整した g-glass

でHeLa細胞で同様の実験を行ったところ，細胞のはく離

はARGRT SI-ATRPで調整したg-glassは同等または良い

ことが確認できた．  

 

RUN

g-glass-1

Polymerization time Contact angle(θ) Polymer chain length

Cont

(h) (nm)(degree)

NiPAAm

25℃ 40℃
g(mol/L)

0.113(1)
0.113(1)

56
15
25

56
43 52
41 54

2
6g-glass-2

Table 1. ARGET SI-ATRP of  poly(NiPAAm) onto glass  

表面開始 ATRP 法により LCST 型温度応答性高分子修飾したガラス基板の調製と HeLa 細胞の温度刺激はく離
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Figure 4. Number of exfoliated HeLa cells at 25℃  
 

4．結言 

ARGET SI-ATRP でガラス基板上に poly(NiPAAm)を

修飾した．SPM 測定と水の接触角測定より，g-glass は

LCSTを示し，表面性状の変化を確認した．重合時間の増

加により，ポリマー鎖長が増加することを認めた．細胞の

接着は未修飾と g-glass で差は見られなかった．温度刺激

はく離はポリマー鎖長が長い方がはく離率が増加した． 

ARGET SI-ATRPは重合温度が常温でH2Oやアルコー

ルといった溶媒で重合可能であるため工業化しやすく重

合時間が短くてすむことから非常に有用な反応機構であ

ると考えられる．また，一般的なATRPに使用される金属

触媒であるCu(I)は，非常に酸化されやすく不安定なため，

反応系内の厳密な脱酸素が必要となり，扱いづらいデメリ

ットがあったが反応系に過剰の還元剤を加えることで酸

素による失活を大幅に低減できた．このため，より簡便で

あり，性能の良い基板作製に有用である． 
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