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(57)【要約】
【課題】細胞が機能を発揮するのに適しており、特に細
胞培養が良好に進展する表面特性
を有する基質となる細胞培養用支持体、及び、該支持体
上において細胞を培養する方法を
提供すること。
【解決手段】少なくとも表面の一部が３ｗｔ％以上、３
０ｗｔ％以下の中間水を含有可能
な水和性組成物からなることを特徴とする細胞培養用支
持体。
【選択図】図４ａ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも表面の一部が３ｗｔ％以上、３０ｗｔ％以下の中間水を含有可能な水和性組
成物からなることを特徴とする細胞培養用支持体。
【請求項２】
　前記水和性組成物が合成高分子を含むことを特徴とする請求項１に記載の細胞培養用支
持体。
【請求項３】
前記水和性組成物が（メタ）アクリル骨格を有する合成高分子を含むことを特徴とする請
求項１又は請求項２に記載の細胞培養用支持体。
【請求項４】
　前記細胞培養用支持体は基材部分を有し、当該基材部分の表面の少なくても一部が前記
水和性組成物で覆われていることを特徴とする請求項１から請求項３のいずれか一項に記
載の細胞培養用支持体。
【請求項５】
　細胞培養用支持体の表面に細胞培養に使用する培地を設ける行程と、細胞培養用支持体
の表面に培養される細胞の播種を行う行程と、を有する細胞の培養方法であって、
前記細胞培養用支持体として、請求項１から請求項４のいずれか一項に記載の細胞培養用
支持体を用いることを特徴とする細胞の培養方法。
【請求項６】
　予め細胞培養用支持体の表面の少なくても一部に水又は水溶液を接触させる行程を含む
ことを特徴とする請求項５に記載の細胞の培養方法。
【請求項７】
　前記細胞培養に使用する培地には血液細胞の懸濁液を含むことを特徴とする請求項５又
は請求項６に記載の細胞の培養方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞培養用支持体に関する。具体的には本発明は、所定の水和性組成物を表
面に含む細胞培養用支持体に関する。また本発明は、本発明の細胞培養用支持体を使用し
た細胞の培養方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　所定の物質が生体を構成する細胞やタンパク質などに対して異物反応を生じさせない性
質は生体適合性と呼ばれている。生体適合性を有する物質として、そもそも生体中に存在
する物質が多く挙げられるが、それらは所定の形態で水和を生じることが明らかになって
きている。また、近年は人工的に合成された高分子においても、所定の水和構造を有する
ことで生体適合性を示すことが可能であることが明らかになってきている。これまでにも
生体適合性を有する高分子（ポリマー）として、多様な構造のものが知られており、生体
を構成する物質と全く異なる構造であっても高い生体適合性を示す。最近の研究により、
これらのポリマーが含水して水和することにより、生体物質において観察される「中間水
」と呼ばれる状態の水分子が含有可能であることが明らかにされている（例えば、非特許
文献１を参照されたい）。つまり、上記文献にも記載されるように、生体由来物質である
か人工的な合成物であるかによらず、生体適合性を示す物質は「中間水」を含有可能であ
り、この中間水と呼ばれる状態の水分子が物質の表面に存在することにより生体組織中の
タンパク質の非特異吸着などが防止され、その結果として生体適合性を発現することが実
験的に明らかにされてきている。
【０００３】
　生体適合性物質に含有される中間水は、典型的には、過冷却後の昇温過程で見られる特
異な潜熱の放出や吸収によって特徴付けられる。つまり、中間水を含有する物質において
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は、－１００℃程度に急冷した後に室温付近まで徐々に加熱する過程で、－４０℃付近に
おいて潜熱の放出が観察されたり、－１０℃以上の氷点下において潜熱の吸収が観察され
る等、特異的な潜熱の放出や吸収が観察される。様々な検証により、これらの潜熱の放出
・吸収は物質に含まれる水分子の一定割合が規則化・不規則化を生じることに起因するこ
とが明らかになっており、このような挙動を示す水分子が中間水と定義されている。中間
水は、物質を構成する分子からの特定の影響により弱く拘束された水分子であると推察さ
れるが、リン脂質等の生体物質にも含まれることが明らかになっており、生体組織中のタ
ンパク質の非特異吸着等の防止と関連するものと考えられている。
【０００４】
　これまでに、多数のポリマーが生体適合性を示すことが知られている。ＭＰＣ（２－メ
タクリロイルオキシエチルホスホリルコリン）ポリマー、ＰＥＧ（ポリエチレングリコー
ル）、ＰＭＥＡ（ポリ（２－メトキシエチルアクリレート））、ポリアルコキシアルキル
（メタ）アクリルアミド、ＰＴＨＦＡ（ポリテトラヒドロフルフリルアクリレート）等が
知られており、各種の用途で実用化がなされている（特許文献１－３）。
【０００５】
　特許文献２には、中間水の量が１０ｗｔ％以下のポリマーでコーティングされた基質は
、ヒト繊維肉腫細胞（ＨＴ－１０８０）、ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）及びヒト
歯根膜由来細胞（ＰＤＬ）を吸着する一方で、血小板については中間水の量が１ｗｔ％な
いし１０ｗｔ％のポリマーでコーティングされた基質においてもほとんど吸着しないこと
が開示される。このように、人工的に合成されたポリマーであっても、中間水を有するこ
とによりタンパク質や細胞、生体組織などの各種生体物質との親和性を発揮することが明
らかにされつつあるが、同時に生体物質の種類や処理の目的によって適切な中間水量が変
化することも明らかになってきている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特許第４７１８７６６号公報
【特許文献２】特開２０１２－１０５５７９号公報
【特許文献３】特開２０１４－１０５２２１号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Tanaka, M. et al., J. Biomat. Sci. Polym. Ed., 2010, 21, 1849-18
63
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　上記のとおり、これまでの研究から人工的に合成されたポリマー等であっても、当該ポ
リマーが中間水を含有可能なものであれば生体を構成する各種の組織や細胞、タンパク質
等の各種生体物質との間で異物反応を抑制できることが知られている。また、特許文献２
にも記載されるとおり、各種生体物質の種類に応じて、ポリマー等に対する吸着や異物反
応を生じる中間水の量のしきい値に違いのあることが明らかになってきている。本発明が
課題とする細胞培養においては、細胞分裂を生じるためには細胞が何らかの基質に接着す
る等をしていることが前提となることが知られており、その際に使用する基質の材質が細
胞培養に影響すると考えられる。つまり、基質上で細胞の培養を行う際においても、その
細胞が基質に対して異物反応を生じずに活性を維持可能な点で、細胞の接触する面が中間
水を含有する生体適合性物質によって構成させることが望ましいと推測される。しかしな
がら、どの程度の中間水を含有する物質が細胞培養に適しているかなど、その具体的な構
成は従来明らかにされていない。
【０００９】
　そこで本発明は、細胞が機能を発揮するのに適しており、特に細胞培養が良好に進展す
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る表面特性を有する基質となる細胞培養用の支持体を提供することを課題とする。また、
該支持体上において細胞を培養する方法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　上記課題を解決するために、本発明は、少なくとも表面の一部が３ｗｔ％以上、３０ｗ
ｔ％以下の中間水を含有可能な水和性組成物からなる細胞培養用支持体を提供する。特に
、上記の水和性組成物が合成高分子を含む水和性組成物である細胞培養用支持体を提供す
る。
【００１１】
　また、本発明は、上記の細胞培養用支持体上に、細胞培養に使用する培地と培養される
細胞を配置して細胞培養を行う細胞培養方法を提供する。また、特に細胞を配置する以前
に上記水和性組成物に水又は水溶液を接触させる行程を含む細胞培養方法を提供する。
【００１２】
　本明細書において言及される全ての文献はその全体が引用により本明細書に取り込まれ
る。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】各種基質における初期接着細胞数を示す棒グラフ。
【図２】各種基質に接着して１日培養後のＨｅｐＧ２細胞の投影面積を示す棒グラフ。
【図３】各種基質上でのＨｅｐＧ２細胞に対するインテグリン依存性接着の阻害処理の影
響を示す棒グラフ。
【図４ａ】各種基質上に播種後１日培養されたＨｅｐＧ２細胞のＤＡＰＩ染色による蛍光
顕微鏡写真。
【図４ｂ】各種基質上に播種後１日培養されたＨｅｐＧ２細胞のAlexa Fluor（登録商標
）488で蛍光標識されたファロイジン染色による蛍光顕微鏡写真。
【図４ｃ】各種基質上に播種後１日培養されたＨｅｐＧ２細胞のマウス抗ビンキュリン抗
体とAlexa Fluor（登録商標）546で蛍光標識されたヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体と
の染色による蛍光顕微鏡写真。
【図５ａ】各種基質上に播種後１日培養されたＨｅｐＧ２細胞のＤＡＰＩ染色による蛍光
顕微鏡写真。
【図５ｂ】各種基質上に播種後１日培養されたＨｅｐＧ２細胞のAlexa Fluor（登録商標
）488で蛍光標識されたファロイジン染色による蛍光顕微鏡写真。
【図５ｃ】各種基質上に播種後１日培養されたＨｅｐＧ２細胞のマウス抗ビンキュリン抗
体とAlexa Fluor（登録商標）546で蛍光標識されたヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体と
の染色による蛍光顕微鏡写真。
【図６ａ】各種基質上で培養されたＨｅｐＧ２細胞での肝特異的に発現する遺伝子産物ア
ルブミンの発現量を表した棒グラフ。
【図６ｂ】各種基質上で培養されたＨｅｐＧ２細胞での肝特異的に発現する遺伝子産物Ｈ
ＮＦ４αの発現量を表した棒グラフ。
【図７】プレコンディショニングを行った種基質の表面への血小板数の吸着性を表す棒グ
ラフ。
【図８】各種基質上での３Ｔ３－Ｌ１細胞に対するインテグリン依存性接着の阻害処理の
影響を示す棒グラフ。
【図９ａ】各種基質上に播種後１時間培養された３Ｔ３－Ｌ１細胞のＤＡＰＩ染色による
蛍光顕微鏡写真。
【図９ｂ】各種基質上に播種後１時間培養された３Ｔ３－Ｌ１細胞のAlexa Fluor（登録
商標）488で蛍光標識されたファロイジン染色による蛍光顕微鏡写真。
【図９ｃ】各種基質上に播種後１時間培養された３Ｔ３－Ｌ１細胞のマウス抗ビンキュリ
ン抗体とAlexa Fluor（登録商標）546で蛍光標識されたヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗
体との染色による蛍光顕微鏡写真。
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【図１０ａ】各種基質上に播種後１日培養された３Ｔ３－Ｌ１細胞のＤＡＰＩ染色による
蛍光顕微鏡写真。
【図１０ｂ】各種基質上に播種後１日培養された３Ｔ３－Ｌ１細胞のAlexa Fluor（登録
商標）488で蛍光標識されたファロイジン染色による蛍光顕微鏡写真。
【図１０ｃ】各種基質上に播種後１日培養された３Ｔ３－Ｌ１細胞のマウス抗ビンキュリ
ン抗体とAlexa Fluor（登録商標）546で蛍光標識されたヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗
体との染色による蛍光顕微鏡写真。
【図１１ａ】各種基質上で培養された３Ｔ３－Ｌ１細胞での脂肪分化マーカー遺伝子（Ｆ
ａｓｎ）の発現量を表した棒グラフ。
【図１１ｂ】各種基質上で培養された３Ｔ３－Ｌ１細胞での脂肪分化マーカー遺伝子（Ｆ
ａｂｐ４）の発現量を表した棒グラフ。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　細胞培養に適した基質に関して種々の検討を行ったところ、以下の実施例において示さ
れるとおり、所定の範囲の割合で中間水を含有する水和性組成物を基質とすることで細胞
培養を良好に行えることが明らかになった。つまり、中間水の含有量が少ない水和性組成
物や、中間水を含有できない非水和性組成物を基質に用いた場合には、高い頻度で細胞が
接着等を生じ、細胞と固体支持体の間に多数の接着斑が形成され、接着した細胞が扁平に
なることが観察された。これに対して、一定以上の中間水を含有する水和性組成物を細胞
培養の基質とした場合、基質に対する接着斑の形成が抑制されて細胞が球状に接着すると
共に、培養された細胞が高い機能を発現することが示された。また、更に高い割合で中間
水を含有する水和性組成物を細胞培養の基質とした場合には、基質に対して細胞接着等を
生じる頻度が低下する傾向が示された。
【００１５】
　このように、細胞培養の際に用いる基質に含まれる中間水の割合に応じて細胞培養の進
展に違いを生じる理由は必ずしも明らかでないが、基質に含まれる中間水の割合に応じて
基質に接着する細胞の接着頻度や接着形態が変化することが観察されていることから、基
質への細胞接着に関与する各種タンパク質の基質への吸着等が中間水の割合によって変化
し、その結果として細胞培養の進展に差を生じるものと推察される。
【００１６】
　所定の基質上で細胞を培養する際には、その前提として細胞が基質に接着を生じること
が必要とされることが一般に知られている。そして、その際に細胞が球状の形態を保った
状態で接着することで一般に培養が良好に進展することが知られている。これに対して、
細胞が基質に対して複数の接着斑を生じて、細胞の形態が扁平になってしまう場合には、
細胞の活性が低下して培養の進展が困難になることが知られている（R Singhvi et al., 
Science, 264, pp696-698, 1994）。
【００１７】
　本発明においては、中間水の含有量の異なる種々の水和性組成物を基質として用いた際
に、基質上に播種した細胞の基質への接着形態が変化し、所定の範囲の割合で中間水を含
有する基質においては細胞が球状の形態を保った状態で接着することを見出した。また、
そのような基質上で培養した細胞においては、高い細胞活性を有することを見出した。一
方、中間水の含有割合が一定以下の基質では、細胞が複数の接着斑を生じて扁平になり、
細胞活性も低下することが観察された。
【００１８】
　また、細胞を球状の形態を保った状態で接着する基質においては、細胞が接着等に使用
するインテグリンに依存した接着を阻害した場合でも接着の程度が完全には低下しない一
方で、細胞が接着して扁平になる基質においては、インテグリン接着の阻害により細胞の
接着の程度が、細胞が接着しない基質と同程度まで低下することが観察された。このよう
な結果から、中間水の含有割合に応じて、インテグリンを介した細胞接着とインテグリン
が介在しない細胞接着とがそれぞれ発現すると考えられる。そして、このような現象を生
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じる理由として、タンパク質の吸着量が中間水の存在により抑制された結果、培養中に基
質表面が露出し、直接的に基質に細胞が相互作用できるようになったことが推察された。
【００１９】
　表１には、以下の実施例で使用した各種の水和性組成物が含有可能な中間水の割合を示
す。なお、各中間水の値は、以下に説明する測定方法で求めたものである。
【００２０】
【表１】

【００２１】
　実施例の結果から明らかなように、一定以上の割合で中間水を含むＰＭＥＡ（ポリ（２
－メトキシエチルアクリレート））、ＰＭｅ３Ａ（ポリ（２－（２－メトキシエトキシ）
エトキシエチルアクリレート－コ－ブチルアクリレート））、ＰＭｅ２Ａ（ポリ（２－（
２－メトキシエトキシ）エチルアクリレート－コ－ブチルアクリレート））等をそれぞれ
基質として、血清培地中で細胞を播種し洗浄した場合には、接着した細胞が球状を維持す
ることが明らかとなった。また、細胞の播種に先だってインテグリン接着を阻害する処理
を行った場合、以下で説明するように、中間水を含有しない基質上では細胞接着の程度が
、細胞が接着しない基質と同程度まで低下するのに対して、一定以上の割合で中間水を含
む基質上では細胞接着の程度は低下するが完全に低下することはなく、また細胞の形態に
変化は観察されなかった。このように、一定以上の割合で中間水を含む基質上では、タン
パク質の吸着が抑制され、その結果、基質表面が露出し、インテグリンを介在しない細胞
接着の機構が発現したと理解することができる。
【００２２】
　一方、実施例から明らかなように、非常に大きな割合で中間水を含有可能なリン脂質系
高分子（T. Hatakeyama, M. Tanaka, H.Hatakeyama,Acta Biomaterialia, 6, 2077-2082,
 2010.）であるＰＭＰＣ（ポリ（２－メタクリロイルオキシエチルホスホリルコリン））
を含むポリマーを基質に用いた場合には、細胞を播種し洗浄した後に接着を生じる程度が
低いことが示された。なお、以下の実施例においてはＭＰＣ（メタクリロイルオキシエチ
ルホスホリルコリン）及びＢＭＡ（ブチルアクリレート）を仕込み比３０：７０ｍｏｌ％
で共重合させたコポリマーをＰＭＰＣとして使用した。これに対し、特許文献２に記載の
ＰＭＰＣ（ＭＰＣのみからなるポリマー。本願明細書では上記コポリマーと区別するため
に、「ＭＰＣのみのポリマー」という。）の表面においては、接着性が特に高いと考えら
れるがん細胞であっても接着の程度が低いことが明らかになっており、上記ＰＭＰＣコポ
リマーにおいても同様の理由でＰＭＥＡ等と比較して細胞接着の程度が低下したものと考
えられる。細胞培養においては、基質上に細胞接着を生じることが必要であることから、
細胞培養の効率の点からは過剰な中間水の含有は必ずしも望ましくないと考えられた。
【００２３】
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　これに対して、更に含有する中間水が少ないＰＴＨＦＡ（（ポリ（テトラヒドロフルフ
リルアクリレート））や、中間水を含有しないＰＥＴ（ポリエチレンテレフタラート）や
ＰＢＡ（ポリ（ブチルアクリレート））では、細胞接着の程度が高い一方で、接着した細
胞が扁平になって複数の接着斑を生じることが観察された。また、播種の際にインテグリ
ン接着を阻害する処理を行うことで、細胞接着の程度が有意に低下することが示された。
このような中間水が少ない基質や、中間水を含有できない基質上で生じる現象は、タンパ
ク質がよく吸着して基質表面が露出しないために、インテグリンが介在した接着機構が発
現して、主にインテグリンによる接着を生じ、また、吸着するインテグリンのリガンド量
も増えるためと理解することができる。
【００２４】
　以上のように、細胞培養の際の基質として適切な量の中間水を含有する水和性組成物を
使用することによって、高い細胞接着の程度を維持すると共に、接着した細胞を球状に維
持することが可能となり、良好な細胞培養を行うことが可能となる。本発明においては、
水中で十分に含水した際の中間水の量が３ｗｔ％以上となる水和性組成物を用いることで
、インテグリンを介した細胞接着を回避して、細胞を球状に維持したままで細胞接着を生
じさせることができる。一方、比較的大きな細胞に対しては、中間水の量が水和性組成物
の３０ｗｔ％以下となる水和性組成物を用いることで接着した細胞が由来する臓器の機能
等を発現でき、特に中間水の量が２５ｗｔ％以下の水和性組成物を用いることで細胞接着
の程度を高めることが可能である。また、実施例に示すように、中間水の量が２１ｗｔ％
以下の水和性組成物を用いることで、細胞接着の程度が飽和して効率的に細胞培養を行う
ことができる。
【００２５】
　なお、上記中間水の量は、以下で説明する測定方法で飽和含水させた各水和性組成物を
測定して得られる含有中間水の重量を、当該水和性組成物の乾燥重量で除した値を意味す
る。
【００２６】
　また、基質に用いる水和性組成物としては、上記の割合で中間水量を有していると共に
、接着した細胞に悪影響を及ぼさないものであれば使用できるが、特に中間水量の安定性
等の点から合成ポリマーを含むもの、特に、合成高分子のみからなるものが好ましく使用
される。また、水和性組成物に含まれる高分子を相互に架橋させることで固定化などが容
易に行える点でも、水和性組成物として合成ポリマーを使用することが好ましい。中間水
を含有可能な合成ポリマーとして、従来からポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、ポリビニ
ルメチルエーテル（ＰＶＭＥ）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリ（２－メタク
リロイルオキシエチルホスホリルコリン）等の多数の物質が知られている。本発明におい
ては、所定の割合で中間水を含有可能であることを条件として、各種の単一種の構成単位
からなる合成ポリマーや、各高分子の構成単位（モノマー）間の共重合体としての合成ポ
リマーを用いることが可能である。
【００２７】
　また、中間水を含有可能な合成高分子については、その主鎖の部分として、典型的には
アクリル骨格、メタクリル骨格、ポリカーボネート骨格、アルキレン骨格等を有するもの
が知られており、主にその主鎖に対して設けられる側鎖部分の構造により、含有できる中
間水の量が定まることが知られている。本発明においては、合成高分子の骨格部分の構造
によらず使用することが可能であるが、特にアクリル骨格やメタクリル骨格（以下、合わ
せて（メタ）アクリル骨格とも記載する。）を有する合成高分子はそのモノマーの合成が
容易であって、種々の特性を有する合成高分子を合成可能な点で好ましく使用することが
できる。また、アクリル骨格やメタクリル骨格は生分解などの生体雰囲気での分解を生じ
にくく、細胞培養中の溶出成分が少ない点でも細胞培養に好ましく使用される。
【００２８】
　更に、好ましいポリマーの例として、（メタ）アクリル骨格を有するもののうちで、下
記の式（１）で表されるものが挙げられる。式（１）で表されるポリマーにおいては、（
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メタ）アクリル骨格の主鎖に対してＰＥＧを構成する単位がエステル結合により付加され
ていて、多くの構造において中間水が含有可能であることが知られている。式（１）で表
されるポリマーとしては、例えば、ポリ（２－エトキシエチルアクリレート）、ポリ（２
－メトキシエチルアクリレート）、ポリ［２－（２－メトキシエトキシ）エチルメタクリ
レート］、ポリ［２－（２－エトキシエトキシ）エチルアクリレート］、ポリ［２－（２
－メトキシエトキシ）エトキシ］エチルメタクリレート]、ポリ［２－（２－（２－メト
キシエトキシ）エトキシ）エチルアクリレート］、ポリ［２－（２－エトキシエトキシ）
エチルメタクリレート］、ＰＭｅ２Ａ（ポリ（２－（２－メトキシエトキシ）エチルアク
リレート－コ－ブチルアクリレート））、ＰＭｅ３Ａ（ポリ（２－（２－メトキシエトキ
シ）エトキシエチルアクリレート－コ－ブチルアクリレート））、ポリ（２－（２エトキ
シエトキシエチル）アクリレート）、ポリ（２－エトキシエチルビニルエーテル）、ポリ
（テトラヒドロフラン－３－イルメチルアクリレート）、ポリ［２－（メトキシエトキシ
）エチルメタクリレート］、メトキシエチル(メタ) アクリルアミド、メトキシエチルビ
ニルエーテル等が含まれる。
【００２９】
【化１】

［式中、Ｒ１は、水素原子又はメチル基であり、Ｒ２は、メチル基又はエチル基であり、
ｍは１から３であり、ｎは繰り返し単位である］
【００３０】
　上記式（１）で表される高分子は、単一の構造のモノマーのみを重合させてポリマーと
して用いてもよく、また、複数の単位構造を含む共重合体として使用してもよい。
【００３１】
　上記式（１）で表される高分子の中でも、特に、下記の式（２）で表されるポリ（２－
メトキシエチル・アクリレート（ＰＭＥＡ））等が、生体適合性に優れており、既に複数
の生体関連用途に用いられている点で特に好ましく用いることができる。また、ＰＭＥＡ
の側鎖に含まれるエチレングリコールの繰り返し数（式（１）におけるｍ）を、ｍ＝２と
した上記ＰＭｅ２Ａや、ｍ＝３とした上記ＰＭｅ３Ａも大きな割合で中間水を含有できる
点で好ましく用いられる。
【００３２】

【化２】

【００３３】
　その他、本発明の細胞培養用支持体に使用される合成高分子としては、主に製造や保存
性の面から、ガラス転移点が低いことによって基材へのコーティングが容易である高分子
や、特に殺菌工程における熱や放射線、電磁波などに対する化学的安定性が高い高分子が
好ましく用いられる。また、多種類の細胞に適用できるように糖鎖やペプチドなど細胞に
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特異的な細胞接着リガンドとなりにくいものや、増殖因子など生理活性物質の原因となら
ない高分子が好ましく用いられる。これらの点からは、ポリ｛３－［２－｛２－（２－メ
トキシエトキシ）エトキシ｝エトキシ］－１－シクオロオクテン｝、ポリ（２－（２エト
キシエトキシエチル）アクリレート）、ポリ（２－エトキシエチルビニルエーテル）、ポ
リ（テトラヒドロフラン－３－イルメチルアクリレート）、ポリ（２－エトキシエチルア
クリレート）、ポリ（２－メトキシエチルアクリレート）、ポリ［２－（２－メトキシエ
トキシ）エチルメタクリレート］、ポリ［２－（２－エトキシエトキシ）エチルアクリレ
ート］、ポリ［２－（２－メトキシエトキシ）エトキシ］エチルメタクリレート]、ポリ
［２－（２－（２－メトキシエトキシ）エトキシ）エチルアクリレート］、ポリ［２－（
２－エトキシエトキシ）エチルメタクリレート］、ＰＭｅ３Ａ（ポリ（２－（２－メトキ
シエトキシ）エトキシエチルアクリレート－コ－ブチルアクリレート））、ＰＭｅ２Ａ（
ポリ（２－（２－メトキシエトキシ）エチルアクリレート－コ－ブチルアクリレート））
が挙げられるが、これらに限定されない。
【００３４】
　上記説明したように、本発明に係る所定の範囲の割合で中間水を含有する基質において
は、細胞が球状の形態を保った状態で接着を生じ、その接着の程度はインテグリンを介し
た接着を阻害した場合でも大きな変化を生じないことが示された。一方、当該範囲よりも
中間水含有量が少ない基質においてはインテグリンを介した細胞接着が生じて、接着した
細胞が扁平になることが観察された。中間水含有量が少ない基質において観察される上記
現象は、血液成分を含む培地中で基質表面にインテグリンをレセプターとした細胞接着を
生じるタンパク質等の吸着が生じることで、一般的な細胞接着の機構であるインテグリン
を介した細胞接着を生じていることを示すものと考えられる。一方、中間水の含有量が３
ｗｔ％以上である基質においては、中間水がバリアとなってフィブロネクチンやビトロネ
クチン等のインテグリンリガンドの吸着が抑制されて基質表面がそのまま露出する傾向に
あるために、インテグリンを介した細胞接着の程度が低くなると考えられる。そして、こ
の露出した基質表面においては、疎水性相互作用や、ファンデルワールス力、静電的相互
作用等の非特異的な相互作用による細胞接着を生じるために、上記と比較して接着した細
胞の形態に変化を生じるものと推察される。また、３０ｗｔ％以上の大きな割合で中間水
を含有する基質表面においては、当該中間水のバリアが強固になって基質と細胞との相互
作用による接着が生じ難くなり、細胞接着の程度が低下するものと推察される。
【００３５】
　上記のとおり、本発明に係る中間水の含有量が３ｗｔ％以上の基質においては、インテ
グリンを介した接着のような細胞が本来的に有する接着機構に依存しない細胞接着を利用
することで良好な細胞培養が進展するため、細胞の種類によらず細胞培養に基質への接着
が必要とされる付着細胞の培養に広く使用することができる。つまり、本発明に係る細胞
培養用支持体及び細胞の培養方法は、基質に接着して生きる細胞であれば特に限定されず
、表皮細胞や、血管内皮細胞、口腔内皮細胞、食道上皮細胞、胃上皮細胞、腸管上皮細胞
等の消化管上皮細胞、鼻腔粘膜上皮細胞、気管上皮細胞、肺胞上皮細胞等の呼吸器上皮細
胞、汗腺細胞、皮脂腺細胞、アポクリン腺細胞、乳腺細胞等の外分泌腺細胞、唾液腺上皮
細胞、涙腺細胞、膵臓ランゲルハンス島細胞、副腎髄質細胞、副腎皮質細胞、松果体細胞
、脳下垂体細胞、甲状腺細胞等の内分泌腺細胞、肝細胞、腎上皮細胞、膵臓細胞、副腎細
胞等の内臓実質細胞、味蕾細胞、嗅上皮細胞、有毛細胞等の感覚器細胞、神経細胞と、星
状膠細胞、シュワン細胞等のグリア細胞、心筋細胞、骨格筋細胞、平滑筋細胞等の筋細胞
、線維芽細胞、間質細胞、結合織細胞、軟骨細胞、骨芽細胞等の間葉細胞、胸腺上皮細胞
、子宮上皮細胞、卵巣ろ胞細胞、輸卵管上皮細胞、精細管上皮細胞、ライディッヒ細胞等
の細胞培養に適用することができる。
　また、本発明に係る細胞培養用支持体は胚性幹細胞(ES細胞)、人工多能性幹細胞(iPS細
胞)、胚性腫瘍細胞(EC細胞)、胚性生殖幹細胞(EG細胞)、核移植ES細胞、体細胞由来ES細
胞等の分化多能性を有する幹細胞、造血幹細胞、骨髄由来間葉系幹細胞、脂肪組織由来間
葉系幹細胞、その他間質由来幹細胞、Muse細胞、神経幹細胞等の組織幹細胞、多分化能を
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有する幹細胞、肝臓、膵臓、脂肪組織、骨組織、軟骨組織等の各種組織における前駆細胞
等の各種の幹細胞の培養に使用することが可能である。上記幹細胞に関しては、外来遺伝
子が導入され、あるいは、染色体上の遺伝子編集処理が施される処理が施されても構わな
いし、ウイルス感染による培養下での増殖促進処理（トランスフォーメーション等）が施
されてもかまわない。また、本発明に係る細胞培養用支持体を用いた幹細胞の培養におい
ては、従来の基質との比較において細胞の接着機構の違い等に起因して、培養される幹細
胞の特性に応じて分化の促進や抑制等が生じるため、培養の目的に則した細胞培養が可能
である。
【００３６】
　また、本発明において、臓器実質細胞とは、肝臓、腎臓、膵臓、副腎等の内臓と、汗腺
、皮脂腺、アポクリン腺、乳腺等の外分泌腺と、松果体、脳下垂体、甲状腺等の内分泌腺
とを含むがこれらに限定されない臓器の特徴的な機能（血液中の老廃物、アルコールその
他の薬物の代謝、分解又は異化、消化液等の外分泌、血液循環へのインシュリン、アドレ
ナリン等のホルモン内分泌）を発揮する細胞を指す。本発明において、臓器実質細胞は、
それぞれの臓器の特徴的な機能を発揮することを条件として、被検者から摘出又は回収さ
れた体細胞（初代細胞）の他、培養下で有限又は無限の増殖が可能な培養細胞（株細胞）
でもかまわない。被検者の安全性が確保されることを条件として、本発明の臓器実質細胞
は、腫瘍由来の細胞であってもかまわないし、外来遺伝子が導入され、あるいは、染色体
上の遺伝子編集処理が施される処理が施されても構わないし、ウイルス感染による培養下
での増殖促進処理（トランスフォーメーション等）が施されてもかまわない。
【００３７】
　本発明において、細胞培養の基質として使用する細胞培養用支持体は、培養する細胞と
接触する表面の少なくとも一部が３～３０ｗｔ％の中間水を含有しうる水和性組成物から
なるものであれば良く、当該水和性組成物のみから構成されるものの他、他の基材からな
る培養皿の表面の少なくても一部にコーティングなどの手段により当該水和性組成物を設
けたものであってもよい。上記中間水を含有可能な水和性組成物で、支持体の基材の所定
の表面部分をコーティング等して用いる場合、当該基材の材質に特に制限はなく、剛体で
も、弾性体でも、ゲル等を用いてもよく、その材質としてはガラス等の他、木錦、麻等の
天然高分子、ＰＥＴ、ナイロン、ポリエステル、ポリアクリロニトリル、ポリオレフィン
、ハロゲン化ポリオレフィン、ポリウレタン、ポリアミド、ポリカーボネート、ポリスル
ホン、ポリエーテルスルホン、ポリ（メタ）アクリレート、エチレン－ビニルアルコール
共重合体、ブタジエン－アクリロニトリル共重合体等の合成高分子あるいはこれらの混合
物が挙げられる。また、金属、セラミクス及びそれらの複合材料等が例示でき、複数の材
質より構成されていてもかまわない。前記細胞培養用支持体の形状は、ディッシュ状（皿
状）である他、フラスコ、培養用スライド、マルチウェルプレート、多孔質体、繊維、不
織布、粒子、フィルム、シート、チューブ、中空糸及び粉末からなる群から選択される少
なくとも１種類の形状の場合がある。また、前記細胞培養用支持体がフィルム、シート、
チューブ、中空糸等の形状の場合に、細胞に接する表面の少なくとも一部にコーティング
などの手段により当該水和性組成物を設けることを条件として、半透性を示す場合がある
。その場合、分画分子量は、３，５００以下、６，０００－８，０００又は１２，０００
－１４，０００の場合がある。あるいは、細胞に接する表面と該表面を裏打ちする表面と
の間を０．２２μｍ又は０．４５μｍの径の微小細孔が連絡する場合がある。
【００３８】
　本発明に係る細胞培養の基質として使用する支持体は通常知られる方法で製造すること
ができ、目的とする細胞を培養可能な形状であって、細胞と接触する表面の少なくても一
部が所定の中間水を含有可能な水和性組成物とされていればよく、細胞と接触する表面の
全面が当該水和性組成物とされていることが望ましい。特に、上述の水和性組成物を別の
材質の基材表面に保持させる方法としては、適宜の溶媒に溶解させた上記水和性組成物を
塗布等した後に溶媒を蒸発させるコーティング法の他、放射線、電子線および紫外線によ
るグラフト重合により上記水和性組成物である重合物を基材表面に付加する方法、基材の
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官能基との化学反応を利用して上記水和性組成物を基材表面に導入する方法等、適宜の方
法を用いることができる。この中でも特にコーティング法は製造操作が容易であるため、
実用上好ましい。さらにコーティング方法についても、塗布法、スプレー法、ディップ法
等があるが、特に制限なくいずれも適用できる。また、コーティングされた水和性組成物
に対して放射線、電子線および紫外線等を照射することで、架橋等を生じさせても良い。
また、適宜の基材の上に上記水和性組成物を滴下、塗布等した状態であって、必ずしも基
材と上記水和性組成物が密着して一体化していない状態で使用される細胞培養用支持体で
あっても本発明に係る細胞培養用支持体に含まれる。
【００３９】
　例えば、該水和性組成物の塗布法等によるコーティング処理は、適当な溶媒に該水和性
組成物を溶解したコーティング溶液に、コーティングされる基材を浸漬した後、余分な溶
液を除き、ついで風乾させるなどの簡単な操作で実施できる。また、コーティングされる
基材に該水和性組成物をより強固に固定化させるために、コーティング後のコーティング
される基材に熱を加え、基材と該水和性組成物との接着性を更に高めることもできる。ま
た、表面を架橋することで固定化しても良い。架橋する方法として、コモノマー成分とし
て架橋性モノマーを導入しても良い。また、電子線、γ線、光照射によって架橋しても良
い。
【００４０】
　本発明で使用する水和性組成物に含有される中間水量の測定方法は、非特許文献１（Ta
naka, M. et al., J. Biomat. Sci. Polym. Ed., 2010, 21, 1849-1863）、特許文献２（
特開２０１２－１０５５７９号公報）及び特許文献３（特開２０１４－１０５２２１号公
報）に詳しく説明される。本願明細書に記載の発明においてはＤＳＣ装置（エスアイアイ
・ナノテクノロジーズ株式会社、EXSTAR X-DSC7000）を用い、窒素流量５０ｍＬ／分、２
．５℃／分間の条件で各種の割合で含水させたポリマーにおける潜熱の移動について測定
を行った。温度プログラムは、（ｉ）室温から－１００℃まで冷却、（ｉｉ）－１００℃
で１０分間保持、（ｉｉｉ）－１００℃から５０℃まで加熱を行った。上記（ｉｉｉ）に
おいて、水の低温結晶化に起因する発熱ピーク及び水の低温融解に起因する吸熱ピークの
有無によって中間水の有無が確認される。つまり、ＤＳＣチャートにおいて、－４０℃付
近における潜熱の放出や、－１０℃以上の氷点下における潜熱の吸収は、水和性組成物中
に含有される中間水の規則化と再不規則化に起因するものと考えられている。
【００４１】
　中間水量の測定を行う水和性組成物試料の調製は、測定を行う水和性組成物を含湿雰囲
気へ暴露したり、最高で７日間の水中へ浸漬する等の手段により、各種の割合で水を含水
させる。含水後の各試料の所定量を取り、あらかじめ重量を測定した酸化アルミパンの底
に薄く広げ、その状態で重量を測定した。酸化アルミパンを示差走査熱量計（エスアイア
イ・ナノテクノロジーズ株式会社、EXSTAR X-DSC7000）を用いて、酸化アルミパンを室温
から－１００℃まで冷却し、ついで１０分間ホールドした後、昇温速度２．５℃／分で－
１００℃から５０℃まで加熱を行う過程での吸発熱量の測定を行った。
【００４２】
　各試料について、ＤＳＣ測定後にアルミパンにピンホールをあけて真空乾燥後、その重
量を測定し、重量減少分を含水量とした。含水率（ＷＣ）は、酸化アルミパンの質量を除
外した上で、以下の式（Ｉ）で求める。
　含水率（ＷＣ）　＝　（Ｗ１－Ｗ０）　／　Ｗ０　（Ｉ）
（Ｗ０：試料の乾燥重量（ｇ）、Ｗ１：試料の含水重量（ｇ））
【００４３】
　また、各サンプル毎に、０℃付近の吸熱量から水和性組成物に拘束されていない自由水
の量を求め、－４０℃付近における発熱量と－１０℃以上の氷点下における吸熱量から中
間水の量を求め、上記で求めた各サンプルの含水量（Ｗ１－Ｗ０）から自由水と中間水の
量を差し引いた量を不凍水の量として求めた。更に、求められた各水の量を試料の乾燥重
量（Ｗ０）で除することにより各水の含水率（％）を求めた。なお、本明細書においては
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、便宜的に各サンプルにおける中間水の含水率を単に中間水量と記載する場合がある。
【００４４】
　本発明の細胞培養の細胞培養用支持体は、細胞培養に使用するに先立って通常行われる
減菌処理等の前処理を行うことが好ましい。減菌処理は、簡便には紫外線照射などに行う
ことができる。その他、放射線照射処理等による殺菌も可能であるが、表面に設けられた
水和性組成物が過剰に変性等をしない条件を採用することが好ましい。あるいは、本発明
の細胞培養用支持体は、無菌状態で製造され、使用まで、無菌状態で密封保存される場合
がある。
【００４５】
　減菌処理等を行った細胞培養用支持体は、細胞培養の基質とするために、適宜の水溶液
中等に所定時間の保持をすることで水和性組成物に含水させることが好ましい。中間水を
含有することで生体親和性を発揮する水和性組成物においては、含水によって生じる中間
水が生体物質との間で何らかの緩衝作用を奏することで生体親和性が発揮されるものと考
えられている。このため、本発明においても培養する細胞と接触させる以前に十分含水さ
せることで、予め生体親和性を発揮させることが好ましい。本発明に係る細胞培養方法 
においては、上記のような水和性組成物への含水と培地しての調製を兼ねて、細胞培養の
培地中に所定時間の浸漬を行うことによって含水させることも可能である。
【００４６】
　本発明の細胞培養用支持体を用いた細胞培養においては、好ましくは上記含水行程を行
った後、細胞培養に用いる培地を設ける行程と、培養する細胞を播種する行程とを含む。
培地を設ける行程と播種の行程は、細胞培養に支障の無い範囲で公知の細胞培養の方法と
同様に行うことが可能であり、予め基質上に設けた培地中に細胞を播種しても良く、基質
表面に細胞を播種してから培地を注いでもよい。また、細胞を含む培地を基質としての細
胞培養用支持体上に注ぐことも可能である。
【００４７】
　本発明に係る細胞培養方法では、培養する細胞の種類などに応じて、公知の細胞培地を
用いて細胞培養を行うことができる。例えば、イーグル培地、ダルベッコ変法イーグル培
地（低グルコース又は高グルコース）、イーグルＭＥＭ培地、αＭＥＭ培地、ＩＭＤＭ培
地、ハムＦ１０培地、ハムＦ１２培地、ＲＰＭＩ１６４０培地と、これらのブレンド培地
、例えば、ダルベッコ変法イーグル培地（高グルコース）及びハムＦ１２培地の１：１混
合培地をはじめ、シグマ アルドリッチ ジャパン合同会社から入手可能なＳＴＥＭＬＩＮ
Ｅ（商標）ブランドの培地、ロンザジャパン株式会社から入手可能なＢｉｏＷｈｉｔｔａ
ｋｅｒ（商標）ブランドの培地、岩井化学薬品株式会社から入手可能なＣｅｌｌＧｒｏ（
商標）ブランドの培地等の専用培地を含むがこれらに限定されない。また、特に幹細胞の
培養を行う場合には、その分化を促進、抑制するような公知の細胞培地を用いて細胞培養
を行うことで、その培養目的に応じた培養を行うことが可能である。また、これらの培地
に、ウシ胎仔血清、ウマ血清、ヒト血清を５～１０％添加して使用することもできる。ま
た、細胞タイプによっては、ビタミン（ビタミンＡ、ビタミンＢ２、ビタミンＢ１２、ビ
タミンＣ、ビタミンＤ等）、補酵素（葉酸等）、必須アミノ酸（グルタミン等）、炭素源
としての糖又は有機酸（乳酸等）、成長因子（ＥＧＦ、ＦＧＦ、ＰＦＧＦ、ＴＧＦ－β等
）、インターロイキン（ＩＬ－１，ＩＬ－６等）、サイトカイン（ＴＮＦ－α、ＴＮＦ－
β、レプチン等）、金属トランスポーター（トランスフェリン）、金属イオン（鉄イオン
、セレンイオン、亜鉛イオン等）、ＳＨ試薬（β－メルカプトエタノール、グルタチオン
等）の添加が望ましい場合がある。また、ポリビニルピロリドンや血清アルブミンが用い
られる場合もある。さらに、動物又はヒト由来の病原体の混入を回避するために、組換え
タンパク質の成長因子、インターロイキン、サイトカイン等や、血清アルブミンを使用す
る場合がある。これらの培地は、例えば、０．２２μｍ径又は０．４５μｍ径のメンブレ
ンフィルターで濾過滅菌される場合がある。
【００４８】
　本明細書において本発明の細胞培養用支持体に接着した細胞の形状に関して、「丸い」
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、「球状」又は「盛り上がった」形状とは、一般的に細胞の基質面から最も盛り上がった
部分の高さが、「扁平」又は「伸展」した形状の細胞の高さよりも、当該細胞培養用支持
体に播種されたものと同じ細胞の単離細胞又は分裂中の細胞の高さに近いことを指す。あ
るいは、「丸い」、「球状」又は「盛り上がった」形状とは、本願実施例３に説明される
細胞形態評価方法で計測される細胞１個あたりの投影面積が、「扁平」又は「伸展」した
形状の細胞の投影面積よりも、当該細胞培養用支持体に播種されたものと同じ細胞の単離
細胞の投影面積により近いことを指す。
【００４９】
　特に、生体内と類似の環境下で培養を行う場合には、血液細胞の懸濁液を培地とした培
養を行うことが望ましい。
【００５０】
　本発明において、血液細胞の懸濁液とは、血液の細胞性成分のうち、赤血球、白血球、
リンパ球、好中球、好酸球、好塩基球、単球、マクロファージ、血小板を含むが、これら
に限定されない血液細胞が生理活動を保持した状態で分散された液体を指す。血液細胞が
分散される液体は、生理食塩水、培養液、人工血液を含むがこれらに限定されない人工の
液体の場合もあれば、人間その他の被検者から採取された血液の場合もある。血液が採取
された被検者は、細胞の由来と同じ場合もあれば、異なる場合もある。前記血液細胞の懸
濁液が血液の場合には、採取後保存された血液（例えば、輸血用血液）でも、新鮮な血液
でもかまわない。前記血液の懸濁液は、本発明の培養用支持体上において前記細胞に曝露
された後、血液が採取されたのと同じ被検者又は別の被検者の体内に戻されることで、生
体内の臓器が担う機能の一部を補助・代替する人工臓器として使用することもできる。本
発明の細胞培養用支持体を人工臓器として使用する場合は、細胞培養用支持体を被験者の
体内又は体外のいずれに設置してもよい。本発明の培養用支持体を含む人工臓器は、被検
者の血液循環系に連結されてもかまわないし、被検者の血液循環系には直接連結されない
で、本発明の培養用支持体で処理された血液をいったん容器に蓄積した後で、被検者の血
液循環系に輸血される形態で使用してもかまわない。
【００５１】
　以上説明したように、本発明に係る細胞培養方法によれば、細胞培養を良好に進展させ
ることができる。特に、本発明に係る細胞培養方法により幹細胞を培養した際には、基質
に含有される中間水量に応じて幹細胞から各種の細胞への分化の程度が変化することから
、各種幹細胞の培養の目的に応じた基質を選択することで、所定の分化を促進し、又は抑
制しながら幹細胞の培養を行うことができる。本発明に係る細胞培養方法は、培養の対象
となる細胞の維持や増殖の他、培養中の細胞によりアルブミンや血液凝固因子等の有用タ
ンパク質を生産させる産生バイオリアクターの一部としてや、生体内の臓器が担う機能の
一部を補助・代替する人工臓器の一部等として使用することができる。また、本発明に係
る細胞培養方法により培養された細胞は、細胞に対する各種薬品の影響を調査する対象や
、細胞自体の検証のために用いることができる。また、本発明に係る細胞培養方法により
所定の細胞を培養して組織化し、人体における臓器が担う少なくとも一種の機能を発現す
る人工臓器として使用することもできる。
【００５２】
　本発明に係る細胞培養方法を用いて臓器疾患の患者の臓器の機能を補助する方法は、臓
器疾患か、ある臓器以外の疾患のために該臓器の機能が低下する病状かを有する患者の臓
器の機能を補助するために実施される
【００５３】
　以下に説明する本発明の実施例は例示のみを目的とし、本発明の技術的範囲を限定する
ものではない。本発明の技術的範囲は特許請求の範囲の記載によってのみ限定される。本
発明の趣旨を逸脱しないことを条件として、本発明の変更、例えば、本発明の構成要件の
追加、削除及び置換を行うことができる。
【実施例１】
【００５４】
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　ポリマー基板の作成
　（1.1）基板
　本発明に係る細胞培養用支持体として、ＰＥＴ（ポリエチレンテレフタレート）フィル
ム(三菱樹脂株式会社、ダイアホイル カタログ番号T100E125)を基材として、各種の割合
で中間水を含有可能な複数種のポリマーをそれぞれコーティングしたものを用いた。ＰＥ
Ｔフィルムは、ハンドプレス(株式会社福井機工商会、CAN SYSTEM HANDPRESS FK-HP200)
を用いて直径14 mmの円形に打ち抜いた。このPET基板をメタノール(関東化学株式会社)に
浸漬し、洗浄を行ったものを使用した。
【００５５】
　（1.2）ポリマーの合成
　ＰＢＡ（ポリ（ｎ－ブチルアクリレート））及びＰＴＨＦＡ（ポリ（テトラヒドロフル
フリルアクリレート））はScientific Polymer Products, Inc.（米国、ニューヨーク州
、Ontario、それぞれカタログ番号234及び886）から購入した。ＭＰＣ（メタクリロイル
オキシエチルホスホリルコリン）及びＢＭＡ（ブチルメタクリレート）を仕込み比３０：
７０ｍｏｌ％で共重合させたコポリマーＰＭＰＣ（ポリ（２－メタクリロイルオキシエチ
ルホスホリルコリン－コ－ブチルメタクリレート））は日油株式会社から寄贈された。Ｐ
ＴＨＦＡは、良溶媒ＴＨＦ（テトラヒドロフラン）及び貧溶媒ヘキサンへの沈殿操作を３
回繰り返して精製した。ＰＢＡは、良溶媒ＴＨＦ及び貧溶媒メタノールへの沈殿操作を３
回繰り返して精製した。
【００５６】
　ＰＭＥＡ（ポリ（２－メトキシエチルアクリレート））は、M. Tanaka及びA. Mochizuk
i（J Biomed Mater Res, 68A, pp684-695, 2004）に開示される方法で研究室内で合成し
た。ＰＭｅ２Ａ（ポリ（２－（２－メトキシエトキシ）エチルアクリレート－コ－ブチル
アクリレート））及びＰＭｅ３Ａ（ポリ（２－（２－メトキシエトキシ）エトキシエチル
アクリレート－コ－ブチルアクリレート））は、それぞれ、Ｍｅ２Ａ（２－（２－メトキ
シエトキシ）エチルアクリレート）又はＭｅ３Ａ（２－［２－（２－メトキシエトキシ）
エトキシ］エチルアクリレート）とを仕込み比３０：７０ｍｏｌ％でブチルアクリレート
と１，４－ジオキサン中で７０℃、６時間反応させる、フリーラジカル重合法によって合
成された。ポリマーは、良溶媒ＴＨＦ及び貧溶媒メタノールを用いて沈殿精製され、６０
℃、１８時間減圧乾燥された。モノマーのＭｅ２Ａは共栄社化学株式会社から寄贈された
。Ｍｅ３ＡはMonomer-Polymer & Dajac Labs（米国、ペンシルバニア州、Trevose）から
購入した。ＰＭＥＡ、ＰＭＰＣ、ＰＭｅ２Ａ及びＰＭｅ３Ａはメタノールに０．２　ｗｔ
％となるように溶解し、ＰＢＡはＴＨＦに０．２　ｗｔ％となるように溶解し、ＰＴＨＦ
Ａはメタノール／クロロホルム（５：１）混合溶媒に０．２　ｗｔ％となるように溶解し
て、以下の実験に使用された。
【００５７】
　（1.3）ポリマーの数平均分子量（［Ｍｎ］、単位：ｇ/mol）測定
　ピーク分子量が既知の標準ポリスチレンを用い、該標準ポリスチレンで校正したゲル浸
透クロマトグラフィー（ＧＰＣ）（東ソー社製「ＨＬＣ－８２２０」、カラム構成：Ｔｏ
ｓｏｈ　ＴＳＫ－ｇｅｌｓ　ｓｕｐｅｒ　ＡＷ５０００、ｓｕｐｅｒ　ＡＷ４０００、ｓ
ｕｐｅｒ　ＡＷ３０００）を使用して、重合体の数平均分子量（Ｍｎ）及び重量平均分子
量（Ｍｗ）を測定した。（溶媒：ＴＨＦ、温度：４０℃、流量：１．０ｍＬ／分）。
【００５８】
　（1.4）ポリマーの分子量分布（［Ｍｗ／Ｍｎ］）測定
　前記（1.3）節のとおり求めた重量平均分子量（Ｍｗ）と数平均分子量（Ｍｎ）の値を
用いその比（Ｍｗ／Ｍｎ）として求めた。
【００５９】
　（1.5）ポリマーの構造解析
　ポリマーの構造解析については、ＮＭＲ測定装置（日本電子株式会社製、ＪＥＯＬ　５
００ＭＨｚ　ＪＮＭ－ＥＣＸ）を用い、１Ｈ－ＮＭＲ測定を行った。なお、ケミカルシフ
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【００６０】
　（1.6）ポリマーのコーティング
　ＰＥＴ基材上への各ポリマーのコーティングは次のようにして行った。スピンコーター
(ミカサ株式会社、カタログ番号MS-A100)内に洗浄したＰＥＴ基板を置き、調製した各ポ
リマー溶液を４０μＬ滴下後、T. Hoshibaら（Advanced Healthcare Material, 3, 775, 
2014）に記載のコーティング条件でスピンコーティングを行った。簡潔には、５００ｒｐ
ｍで５秒間、１，５００ｒｐｍで１０秒間、１，５００－４，０００ｒｐｍの回転速度ス
ロープアップを５秒間、４，０００ｒｍで１０秒間、４，０００－０ｒｐｍの回転速度ス
ロープダウンを５秒間のスピンコーティング条件であった。１回コーティングされた基板
を静置、乾燥させ、同様の手順で２回目のコーティングを行った。２回のコーティング後
、基板を一晩乾燥させた。ポリマー基板を２４穴の細胞培養プレート（旭硝子株式会社、
IWAKI、カタログ番号3820-024）へ移し、クリーンベンチ(三洋電機株式会社、カタログ番
号MCV-B131F)内で殺菌ランプ（東芝ライテック株式会社、カタログ番号GL15）による紫外
光照射を2時間行うことにより滅菌処理を行った。その後実験に使用するまで４℃で保存
した。
【００６１】
　（1.7）フィブロネクチンのコーティング
　本発明における細胞接着の機構を検証するために、ＰＥＴ基板上にフィブロネクチン（
fibronectin、ＦＮ）をコーティングした試料を以下の方法で作成した。ＦＮは細胞接着
に用いられるタンパク質であり、細胞のインテグリンをレセプターとして細胞接着を生じ
ることが知られている。
【００６２】
　ＦＮのＰＥＴ基板へのコーティングは以下のとおり行った。ＰＥＴ基板を上記の紫外光
照射により滅菌処理後、恒温槽(東京理化器械株式会社、EYELA、カタログ番号NTT-2200)
で３７℃に温めたＣａ２＋及びＭｇ２＋不含リン酸緩衝生理食塩水(ＰＢＳ（－）、タカ
ラバイオ株式会社、カタログ番号T900、以下同じ。)５００μＬを加えて洗浄を行った。
洗浄後、PET基板をＰＢＳ（－）で１０μｇ／ｍＬの各濃度に調製したフィブロネクチン
（ウシ血清フィブロネクチン、メルク株式会社、Calbiochem、カタログ番号341631）溶液
に浸漬して３７℃、４時間静置し、フィブロネクチンのコーティングを行った。コーティ
ング後、純水（２５℃での比抵抗１８ＭΩｃｍ以上、オートクレーブで滅菌処理後使用、
以下同じ。）５００μＬで洗浄を行い、余剰フィブロネクチンを取り除き、前記クリーン
ベンチ内で約1時間乾燥した。作製した基板はすべて実験に使用するまで４℃で保存した
。
【００６３】
　（1.8）ＰＥＴ基板の各種ポリマーによるコーティング状態の確認
　接触角測定装置(ヱルマ販売株式会社、ERMA、カタログ番号G-1-1000)を使用して、（1.
3）節で各種ポリマーをコーティングしたＰＥＴ基板の接触角として、純水２μＬを滴下
して３０秒後の接触角をθ／２法で測定し、各ポリマーがコーティングされていることを
確認した。
【００６４】
　（1.9）結果
　各ポリマーの重量平均分子量（Ｍｗ（g/mol）及び分子量分布（Ｍｗ／Ｍｎ）は以下の
表に示すとおりであった。
【００６５】
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【表２】

＊：Scientific Polymer Products, Inc.社から入手時のデータシートに記載なし。
【００６６】
　本実施例で合成されたポリマーの１Ｈ－ＮＭＲデータはそれぞれ以下のとおりであった
。
　ＰＭｅ３Ａ
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm):・0.94 (t, 3H, -CH2-CH3 of PBA), 1.36 (m, -CH2-CH3o
f PBA), 1.61 (m, 2H, -O-CH2-CH2- of PBA), 1.8-2.3 (br, polymer backbone of PBA a
nd PMe3A), 3.38 (s, 3H, -O-CH3 of PMe3A), 3.53 (m, 2H, -CH2-CH2-O-CH3 of PMe3A),
 3.6-3.7 (m, 8H, -CH2-O-CH2-CH2-O-CH2-CH2-O-CH3 of PMe3A), 4.0 (br, 2H, -COOCH2-
 of PBA), 4.2 (br, 2H, -COOCH2- of PMe3A)
　ＰＭｅ２Ａ
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm):・0.94 (t, 3H, -CH2-CH3 of PBA), 1.36 (m, -CH2-CH3o
f PBA), 1.61 (m, 2H, -O-CH2-CH2- of PBA), 1.8-2.3 (br, polymer backbone of PBA a
nd PMe2A), 3.38 (s, 3H, -O-CH3 of PMe2A), 3.53 (m, 2H, -CH2-CH2-O-CH3 of PMe2A),
 3.6-3.7 (m, 4H, -CH2-O-CH2-CH2-O-CH3 of PMe2A), 4.0 (br, 2H, -COOCH2- of PBA), 
4.2 (br, 2H, -COOCH2- of PMe2A)
これらのデータから、本実施例で合成されたポリマーの構造が確認された。
【００６７】
　本実施例で用意され、以下の実施例に用いられる基質及びコーティングされたポリマー
の水との接触角及び標準偏差は以下の表に示すとおりであった。
【００６８】
【表３】

【００６９】
　ポリマーがコーティングされた基板の複数の場所での接触角を測定した結果、同じポリ
マーでコーティングされた基板の接触角の標準偏差は平均値の６％以内であったので、こ
れらの基板には均一にポリマーがコーティングされていることが確かめられた。
【実施例２】
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【００７０】
　実施例１において各ポリマーをコーティングしたＰＥＴ基板を細胞培養用支持体とし、
ＨｅｐＧ２細胞を播種した際の初期接着細胞数の評価を行った。
【００７１】
　（2.1）ＨｅｐＧ２細胞の継代培養
　以下の各評価においては、以下の方法で継代培養したＨｅｐＧ２細胞の単離細胞を使用
した。ＨｅｐＧ２細胞はヒューマンサイエンス振興財団　ヒューマンサイエンス研究資源
バンクより購入したものを使用した。ＨｅｐＧ２細胞の培養には、ＤＭＥＭ／Ｆ１２（ラ
イフテクノロジーズ・ジャパン株式会社、ＧＩＢＣＯ、カタログ番号11320-032）に、１
０％のウシ胎仔血清（ＦＢＳ、株式会社医学生物学研究所、Equitech-Bio、ロット番号SF
BM30-2215）と、１％のペニシリン・ストレプトマイシン濃縮液（ライフテクノロジーズ
・ジャパン株式会社、ＧＩＢＣＯ、カタログ番号15140-122）とを添加した血清培地（以
下、「ＤＭＥＭ／Ｆ１２血清培地」という。）を用いた。直径１０ｃｍの付着性細胞用表
面処理済ポリスチレンディッシュ（旭硝子株式会社、IWAKI、カタログ番号3020-100）に
１．０×１０４個／ｃｍ２の密度で細胞を播種し、ＣＯ２インキュベーター（三洋株式会
社、カタログ番号MCO-19AIC(UV)）内で３７℃、５％　ＣＯ２、湿度９５％以上の条件下
で培養を行った。培地交換は２日毎に行った。ディッシュ上の細胞の密度が約７０％にな
ると、トリプシン－ＥＤＴＡ液（２．５ｇ／Ｌのトリプシン及び０．３８ｇ／ＬのＥＤＴ
Ａ（ethylenediaminetetraacetic acid）・４Ｎａを添加したＣａ２＋及びＭｇ２＋不含
ハンクス平衡塩溶液、ライフテクノロジーズ・ジャパン株式会社、ＧＩＢＣＯ、カタログ
番号25200-072）を３７℃、４分間処理して細胞を単離し、得られた単離細胞を新しいデ
ィッシュへ１．０×１０４個／ｃｍ２の密度で播種し、継代培養を行った。
【００７２】
　（2.2）細胞培養用支持体のプレコンディショニング（含水行程）
　基板のプレコンディショニングのために、実施例１において各ポリマーをコーティング
したＰＥＴ基板を５００μＬのＰＢＳ（－）を用いて洗浄したのち、前記ＤＭＥＭ／Ｆ１
２血清培地に浸漬してＣＯ２インキュベーター中で1時間静置した。この浸漬処理によっ
てＰＥＴ基板にコーティングされた各ポリマーが含水して、各ポリマーに固有の割合で中
間水を含有すると共に、各ポリマー毎に血清培地中に存在する各種タンパク質等を中間水
量に応じて吸着して細胞接着性を発現させることができる。
【００７３】
　（2.3）播種した細胞の初期接着性の評価用サンプルの調製
　ＰＭＥＡ、ＰＴＨＦＡ及びＰＭＰＣをコーティングしたＰＥＴ基板と、ＦＮをコーティ
ングしたＰＥＴ基板と、ポリマー等をコーティングしないＰＥＴ基板とについて、初期接
着性を評価するサンプルを調製した。各基板を、（2.2）節に記載のプレコンディショニ
ングを行った後、２４穴の細胞培養プレートのウェルに設置し、（2.1）節に記載の方法
で継代培養したＨｅｐＧ２細胞の単離細胞を５．０×１０４個／ｃｍ２の密度で播種し、
継代培養と同様の条件下で３時間の培養を行った。培養後、１ｍＬのＰＢＳ（－）で２回
洗浄することによって接着していない細胞を除いた。ＰＢＳ（－）で０．１％に希釈した
グルタールアルデヒド（和光純薬工業株式会社）溶液５００μＬを加え、室温で終夜静置
することによって接着している細胞を固定した。固定後、ＰＢＳ（－）で洗浄し、ＰＢＳ
（－）で０．２％に希釈したクリスタルバイオレット（和光純薬工業株式会社）溶液を加
えて３７℃のインキュベーター内に１５分静置することによって細胞質の染色を行った。
染色後、純水で２回洗浄し、その後乾燥させることにより初期接着細胞数の評価用サンプ
ルを得た。
【００７４】
　（2.4）初期接着性の評価
　播種した細胞の初期接着性は、播種した細胞の内で各サンプルの表面に接着した細胞数
により評価した。具体的には、光学顕微鏡を用いて、上記で作製した初期接着性評価用サ
ンプル基板1枚当たり、１００倍の写真を３視野ランダムに選び撮影した。撮影した写真
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内の接着細胞数を数え、サンプル全体における接着細胞数に換算することで各基板おける
初期接着細胞数とした。
【００７５】
　（2.5）データの統計処理
　以下の全ての実施例の実験において、データの値は平均値±標準偏差で示した。２種類
のサンプル間の有意差検定にはMicrosoft Excel 2007のstudent’s t testを用いた。３
種類のサンプル間の比較の際には、R: a language and environment for statistical co
mputingを用いて一元配置分散解析(Analysis of Varience: ANOVA)を行った後、多重比較
検定としてTukeyの方法を用いて比較を行った。Ｐ値が０．０５未満を有意な差とみなし
て評価を行った。
【００７６】
　（2.6）結果
　図１に各ポリマーでコーティングされたＰＥＴ基板における初期接着細胞数を示す棒グ
ラフを示す。横軸は各基板にコーティングされたポリマーを表し、縦軸は各基板と初期接
着をしたＨｅｐＧ２細胞の数（単位は、１０３個／ｃｍ２）を表す。図１に示されるとお
り、ＨｅｐＧ２細胞の単離細胞は５．０×１０４個／ｃｍ２の密度で播種されたが、未処
理のＰＥＴ基板では播種後ＨｅｐＧ２細胞のほぼ５０％が接着した。また、ＰＭＥＡ及び
ＰＴＨＦＡでコーティングされたＰＥＴ基板には、播種したＨｅｐＧ２細胞のそれぞれ約
６５％及び６０％が接着し、未処理のＰＥＴ基板と有意の差は見られなかった。一方、Ｐ
ＭＰＣでコーティングされたＰＥＴ基板には、播種したＨｅｐＧ２細胞の約２％が接着し
た。また、ＦＮでコーティングされたＰＥＴ基板には、播種したＨｅｐＧ２細胞の約１０
％が接着した。
【００７７】
　表１に示すとおり、評価を行ったＰＭＥＡ（３．８ｗｔ％）、ＰＴＨＦＡ（１．３ｗｔ
％）及びＰＭＰＣ（２９ｗｔ％）はいずれも中間水を含水可能なポリマーであるのに対し
て、ＰＥＴは中間水を含水しないポリマーである。一方、初期接着細胞数の点からは、Ｐ
ＭＥＡやＰＴＨＦＡによるコーティングによっては未処理のＰＥＴ基板と比較して変化が
明らかにならなかった。なお、ＦＮ（フィブロネクチン）は細胞接着に一般に用いられる
タンパク質であるが、本評価で使用したＨｅｐＧ２細胞はフィブロネクチンに対するレセ
プターが少ないために、初期接着細胞数が低くなったものと考えられる。
【実施例３】
【００７８】
　実施例１において各ポリマーをコーティングしたＰＥＴ基板を細胞培養用支持体とし、
支持体に接着したＨｅｐＧ２細胞の細胞形態の評価を行った。上記で説明したとおり、細
胞が扁平な形態で基質上に接着した場合と比較して、一般に基質上に接着した細胞が球状
を維持する場合に細胞培養が良好に進展し、細胞活性も維持されることが知られている。
以下では、接着細胞の形態を評価するために、基質に対する接着細胞の投影面積を測定し
た。投影面積が小さい場合には細胞が球状であり、投影面積が拡大するほど細胞が扁平に
なっていることを示す。
【００７９】
　（3.1）ＨｅｐＧ２細胞の細胞形態評価用サンプルの調製
　ＰＭＥＡ、ＰＴＨＦＡ及びＰＨＥＭＡをコーティングしたＰＥＴ基板、及びＦＮをコー
ティングしたＰＥＴ基板、ポリマー等をコーティングしないＰＥＴ基板について、接着細
胞の形態を評価するサンプルを調製した。各基板を、（2.2）節に記載のプレコンディシ
ョニングを行った後、２４穴の細胞培養プレートのウェルに設置し、上記ＨｅｐＧ２細胞
を１．０×１０４個／ｃｍ２の密度で播種し、継代培養と同様の条件で1日培養を行った
。培養後、（2.3）節と同様の手順で細胞を固定、染色し、細胞形態評価用サンプルを作
製した。
【００８０】
　（3.2）細胞の接着形態の評価
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　調製した細胞形態評価用サンプル基板1枚当たり200倍の写真から３視野をランダムに選
び撮影した。撮影した写真の細胞の形態を画像処理ソフトGIMP(GNU Image Manipulation 
Program、Spencer Kimball、Peter Mattis and The GIMP Development Team)を用いてサ
ンプル基板1種類につき６０個の細胞形態をペンタブレット（株式会社ワコム、Bamboo Pe
n）を用いてトレースを行った。トレースされた細胞の投影面積を画像解析ソフトimageJ(
National Institutes of Health、USA)を用いて評価した。
【００８１】
　（3.3）結果
　図２に上記で評価した各サンプルにおける接着細胞の投影面積を示す棒グラフを示す。
横軸は各基板にコーティングされたポリマーを、縦軸は各基板と初期接着をした細胞の投
影面積（６０個の細胞を計測して得られた細胞１個当たりの投影面積の平均値、単位は、
１０２μｍ２）をそれぞれ表す。誤差棒は細胞の投影面積の標準偏差を表す。図２に示さ
れるとおり、ＰＭＥＡ上に接着した細胞においては、中間水を含有するポリマーをコーテ
ィングしていないＰＥＴ基板やＦＮをコーティングした基板と比較して、接着面の投影面
積が有意に小さくなり、球状を維持して接着していることが推察された。また、微量の中
間水を含有するＰＴＨＦＡは、細胞接着頻度の点ではＰＭＥＡと同様の傾向を示したが、
接着面の投影面積の点ではＰＥＴ基板等よりも大きくなる傾向が見られ、接着した細胞が
扁平化していることが推察された。上記の結果は、中間水を含有する基質においても、中
間水の含有量に応じて細胞の接着形態が変化することを示すものである。
【実施例４】
【００８２】
　基質の違いによる細胞接着性や接着面の投影面積に相違を生じる機構を確認するため、
各基質上においてインテグリン依存性接着の阻害処理の有無による、細胞接着性の変化を
評価した。
【００８３】
　（4.1）インテグリン依存性接着の阻害による細胞接着性の変化の評価
　検討を行う支持体として、ＰＢＡ、ＰＴＨＦＡ、ＰＭＥＡ、ＰＭｅ３Ａ、ＰＭｅ２Ａ及
びＰＭＰＣをそれぞれコーティングしたＰＥＴ基板、及びＦＮをコーティングしたＰＥＴ
基板について、（2.2）節に記載の方法でプレコンディショニングを行ったものを使用し
た。
【００８４】
　インテグリン依存性接着の阻害処理を行った群として、（2.1）節に記載の方法で継代
培養したＨｅｐＧ２細胞の単離細胞について、インテグリン依存性接着を阻害するために
、５ｍＭのＥＤＴＡを添加したＰＢＳ（－）に懸濁し、３７℃、１０分間静置し、その後
、５ｍＭのＥＤＴＡを添加したＤＭＥＭ／Ｆ１２血清培地に懸濁した単離細胞を用いた。
インテグリン依存性接着の阻害処理を行わない群として、（2.1）節に記載の方法で継代
培養したＨｅｐＧ２細胞の単離細胞をＤＭＥＭ／Ｆ１２血清培地に懸濁した単離細胞を用
いた。
【００８５】
　上記プレコンディショニングを行った各基板を２４穴の細胞培養プレートの各ウェルに
設置し、上記により調製した２種の培地に懸濁した細胞をそれぞれ５．０×１０４個／ｃ
ｍ２の密度で播種した。１時間の培養を行った後、実施例２と同様の方法により播種した
細胞の初期接着性の評価用サンプルを調製し、細胞接着性の評価を行った。
【００８６】
　（4.2）結果
　図３に各ポリマーでコーティングされたＰＥＴ基板における初期接着細胞数を示す棒グ
ラフを示す。横軸は、各基板にコーティングされたポリマー等の種類と、ＥＤＴＡを添加
したＤＭＥＭ／Ｆ１２血清培地（＋）か、ＥＤＴＡを添加しない通常のＤＭＥＭ／Ｆ１２
血清培地（－）かの培養条件を表し、縦軸は各基板と初期接着をしたＨｅｐＧ２細胞の数
（単位は、１０３個／ｃｍ２）を表す。
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【００８７】
　図３に示されるとおり、中間水を含有するＰＭＥＡ、ＰＭｅ３Ａ及びＰＭｅ２Ａがコー
ティングされた基板では大きな割合で細胞が初期接着をすると共に、ＥＤＴＡの添加の有
無による初期接着細胞数に有意の変化を生じないことが示された。また、大きな割合で中
間水を含有するＰＭＰＣがコーティングされた基板では、ＰＭＥＡ等と比較して初期接着
細胞数が少ない一方で、ＥＤＴＡの添加の有無による初期接着細胞数の有意の変化を生じ
ないことが示された。これに対して、中間水を含有しないＰＢＡや中間水の含有量が少な
いＰＴＨＦＡがコーティングされた基板ではＥＤＴＡの添加により初期接着細胞数が低下
し、インテグリンによる細胞接着を生じると考えられるＦＮと同様の傾向が見られた。
【００８８】
　ＦＮをコーティングした基板での結果から明らかなように、インテグリンを介する細胞
と基質との接着機構はＥＤＴＡにより阻害される。つまり、含有される中間水の量が比較
的大きいＰＭＥＡ、ＰＭｅ３Ａ、ＰＭｅ２Ａ及びＰＭＰＣをコーティングした基板におい
ては、細胞の初期接着にはインテグリンを介する接着機構はあまり関与しないが、含有さ
れる中間水の量が比較的小さいＰＢＡ、ＰＴＨＦＡをコーティングした基板でインテグリ
ンを介する接着機構が大きく関与することがわかった。
【実施例５】
【００８９】
　各種ポリマー等をコーティングしたＰＥＴ基板を細胞培養用支持体として培養した際に
、各種ポリマー等へのＨｅｐＧ２細胞の接着形態を観察するため、各種の蛍光抗体染色法
を用いて細胞の接着形態を観察した。
【００９０】
　（5.1）各種基質上へのＨｅｐＧ２細胞の固定
　ＰＭＥＡ、ＰＭｅ２Ａ、ＰＭｅ３Ａ、ＰＴＨＦＡ、ＰＢＡをコーティングしたＰＥＴ基
板、及びＦＮをコーティングしたＰＥＴ基板、ポリマー等をコーティングしないＰＥＴ基
板について、接着細胞の形態を評価するサンプルを調製した。各基板を、（2.2）節に記
載のプレコンディショニングを行った後、２４穴の細胞培養プレートの各ウェルに設置し
、（2.1）節に記載の方法で継代培養したＨｅｐＧ２細胞の単離細胞を１．０×１０４個
／ｃｍ２の密度で播種し、継代培養と同様の条件で培養を行った。培養時間は、１日とし
、培養後に前記ウェルをＰＢＳ（－）１ｍＬで２回洗浄して接着していない細胞を除いた
。次に、あらかじめ恒温槽で３７℃に加温した４％パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液
（和光純薬工業株式会社、カタログ番号163-20145）を前記ウェルに加えて、３７℃で１
０分間静置して各基板上の細胞を固定した。
【００９１】
　（5.2）細胞の１次抗体染色
　上記で細胞が固定された前記細胞形態観察用サンプルに、ＰＢＳ（－）で１．０％に希
釈したＴＲＩＴＯＮ（登録商標）Ｘ－１００(株式会社エムピーバイオジャパン、MP Biom
edicals、カタログ番号02194854)１ｍＬを加え、１０分間処理する操作を３回行うことに
より、各基板に固定された細胞の膜透過性の亢進処理を行った。その後、ＰＢＳ（－）で
０．０２％に希釈したＴｗｅｅｎ（登録商標）２０(株式会社エムピーバイオジャパン、M
P Biomedicals、カタログ番号103168)１ｍＬを用いて１０分間の洗浄を３回行った後、パ
ラフィルムを敷いた６穴細胞培養プレート（旭硝子株式会社、IWAKI、カタログ番号3810-
006）に各基板を移し、免疫染色反応促進試薬（Can Get Signal（登録商標）immunostain
 Solution B、東洋紡績株式会社、カタログ番号NKB-601）を用いて５００倍に希釈したマ
ウス抗ビンキュリンモノクローナル抗体（クローン7F9、Merck MILLIPORE、カタログ番号
MAB3574）からなる１次抗体溶液５０μＬを滴下して各基板上の細胞と反応させた。
【００９２】
　１次抗体溶液を滴下した各基板を、飽和水蒸気雰囲気中で３７℃、９０分間インキュベ
ーターの中で静置し、その後、１次抗体溶液を捨て、ＰＢＳ（－）で０．０２％に希釈し
たＴｗｅｅｎ（登録商標）２０からなる洗浄液１００μＬによる１０分間の洗浄を３回行
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って、１次抗体染色を行った。
【００９３】
　（5.3）細胞の２次抗体染色及び鏡検観察
　以降の操作は蛍光試薬の退色を防ぐために遮光して行った。２次抗体染色に使用する混
合蛍光試薬溶液として、Alexa Fluor（登録商標）546で蛍光標識されたヤギ抗マウスＩｇ
Ｇ（Ｈ＋Ｌ）抗体（ライフテクノロジーズ・ジャパン株式会社、Molecular Probes、カタ
ログ番号A-11004）と、Alexa Fluor（登録商標）488で蛍光標識されたファロイジン（ラ
イフテクノロジーズ・ジャパン株式会社、Molecular Probes、カタログ番号A12379）とを
混合し、更に前記免疫染色反応促進試薬で１，０００倍に希釈したものを使用した。（5.
2）で１次抗体染色された細胞が固定された各基板に、前記混合蛍光試薬溶液をそれぞれ
５０μＬずつ滴下し、飽和水蒸気雰囲気中で３７℃、６０分間インキュベーターの中で静
置して反応させた後、混合蛍光試薬溶液を除き、Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０洗浄液１０
０μＬによる１０分間の洗浄を３回行った。洗浄後、さらにＰＢＳ（－）１００μＬによ
る１０分間の洗浄を３回行い、細胞形態観察用サンプルとした。
【００９４】
　２次抗体染色に使用したファロイジンは細胞に含まれるアクチン繊維を染色し、ヤギ抗
マウスＩｇＧ２次抗体は１次抗体として使用した抗原ビンキュリンを染色するものである
。
【００９５】
　各細胞形態観察用サンプルを顕微鏡用ガラス製スライドに戴置し、カバーガラスに蛍光
退色防止剤（ProLong（登録商標） Gold antifade reagent with DAPIライフテクノロジ
ーズ・ジャパン株式会社、Molecular Probes、カタログ番号P-36931）を封入剤として１
滴滴下して、前記ガラス製スライド上の基板を挟むように封入した。また封入剤に含有さ
れるＤＡＰＩ（４′，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール二塩酸塩）により細胞中
の核を染色した。封入後、カバーガラスの四隅をマニキュアで固定し、遮光下で終夜乾燥
させ、共焦点レーザー顕微鏡（オリンパス株式会社、カタログ番号FV1000）を用いて観察
した。
【００９６】
　（5.4）結果
　図４ａ、図４ｂ及び図４ｃは、それぞれ、各基質上に播種後１日培養して接着した細胞
に対して上記で１次抗体染色し、更にＤＡＰＩ染色と、Alexa Fluor（登録商標）488で蛍
光標識されたファロイジン染色と、マウス抗ビンキュリン抗体及びAlexa Fluor（登録商
標）546で蛍光標識されたヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体染色した細胞の蛍光顕微鏡
写真である。図４ａ～ｃは、蛍光標識ファロイジン、ＤＡＰＩ等で染色した細胞では各染
色物質によって発光波長が異なることを利用して、蛍光顕微鏡の光路にそれぞれの発光波
長のみを透過するスペクトル特性のフィルターを順次挿入して各蛍光試薬に特異的な蛍光
像を撮影したものである。また、各写真中の白抜き矢印は接着斑の位置を示す。
【００９７】
　図４ａ、図４ｂ及び図４ｃに示すとおり、実施例３でＨｅｐＧ２細胞が伸展して扁平な
形態で接着した未処理のＰＥＴ基板、ＦＮをコーティングした基板及びＰＴＨＦＡをコー
ティングした基板では、ＨｅｐＧ２細胞にアクチン繊維やビンキュリンが大量に分布し、
多数の接着斑で基質と接着することが示された。これに対し、中間水を有するＰＭＥＡを
コーティングした基板に接着しているＨｅｐＧ２細胞には接着斑は認められなかった。
【００９８】
　図５ａ、図５ｂ及び図５ｃは、それぞれ、各基質上に播種後１日して接着した細胞に対
して上記で１次抗体染色し、更にＤＡＰＩ染色、Alexa Fluor（登録商標）488で蛍光標識
されたファロイジン染色及びAlexa Fluor（登録商標）546で蛍光標識されたヤギ抗マウス
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体染色によりそれぞれ２次抗体染色した細胞の蛍光顕微鏡写真である
。図４ａ、図４ｂ及び図４ｃと同様に、中間水量の少ないＰＢＡやＰＴＨＦＡでコーティ
ングした基板、及び細胞接着性のタンパク質であるＦＮでコーティングした基板上に接着
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した細胞ではアクチン繊維及びビンキュリンが発達しているのに対し、十分な中間水量を
有するＰＭＥＡ、ＰＭｅ３Ａ及びＰＭｅ２Ａでコーティングされた基板上では、アクチン
繊維及びビンキュリンはあまり発達していなかった。
【実施例６】
【００９９】
　中間水を含有するポリマー等、各種の培養基質を用いて細胞培養をした際に、培養され
た細胞が示す機能の程度を評価するため、リアルタイムＰＣＲ法を用いて上記で継代培養
されたＨｅｐＧ２細胞の単離細胞が示す肝機能の評価を行った。リアルタイムＰＣＲ法と
は、ＰＣＲの増幅量をリアルタイムでモニターし解析する方法であり、電気泳動が不要で
迅速性と定量性に優れている。段階希釈した既知量のＤＮＡをスタンダードとしてＰＣＲ
を行う。これをもとに、増幅が指数関数的に起こる領域で一定の増幅産物量になるサイク
ル数（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ　ｃｙｃｌｅ；Ｃｔ値）を横軸に、初発のＤＮＡ量を縦軸にプ
ロットし、検量線を作成する。未知濃度のサンプルについても、同じ条件下で反応を行い
、Ｃｔ値を求める。この値と検量線から、サンプル中の目的のＤＮＡ量を測定する。ここ
で、測定対象の遺伝子と対照実験の遺伝子との発現量の相対値が必要な場合には、検量線
を作成せずに、Ct値の差（ΔCt）を算出し、測定対象の遺伝子と対照実験の遺伝子とにお
けるΔCtの差（ΔΔCt）から遺伝子発現の量比を計算する。対照実験の遺伝子としては、
多くの組織や細胞中に共通して一定量発現する遺伝子である、細胞の維持，増殖に不可欠
な遺伝子が用いられる。本実施例ではＧＡＰＤＨ（グリセルアルデヒド３リン酸デヒドロ
ゲナーゼ）が対照実験の遺伝子として用いられる。通常、リアルタイムＰＣＲのモニター
は蛍光試薬を用いて行う。本実施例で用いるＴａｑＭａｎプローブ法では、５′末端を蛍
光物質で、３′末端をクエンチャー物質で修飾したオリゴヌクレオチド（ＴａｑＭａｎプ
ローブ）をＰＣＲ反応系に加える。ＴａｑＭａｎプローブは、アニーリングステップで鋳
型ＤＮＡに特異的にハイブリダイズするが、プローブ上にクエンチャーが存在するため、
励起光を照射しても蛍光の発生は抑制される。伸長反応ステップのときに、Ｔａｑ　ＤＮ
Ａ　ポリメラーゼのもつ５′→３′エキソヌクレアーゼ活性により、鋳型にハイブリダイ
ズしたＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブが分解されると、蛍光色素がプローブから遊離
し、クエンチャーによる抑制が解除されて蛍光が発せられる。
【０１００】
　（6.1）各種基質上で培養されたＨｅｐＧ２細胞からのＲＮＡ抽出
　ＰＭＥＡ及びＰＴＨＦＡをキャストコーティングした直径6cmの付着性細胞用表面処理
済ポリスチレンディッシュ（ＴＣＰＳ）（IWAKI、3010-060）と、比較のためにコーティ
ングしない付着性細胞用表面処理済ポリスチレンディッシュとを用いた。キャストコーテ
ィングは、０．２ｗｔ／ｖ％の各ポリマー溶液を３４．９μＬ／ｃｍ２となるよう滴下し
、室温で1週間静置する条件で行った。各基質を（2.2）節に記載のプレコンディショニン
グを行った後、（2.1）節に記載の方法で継代培養したＨｅｐＧ２細胞の単離細胞を１．
０×１０４個／ｃｍ２の密度で播種し、１、２又は４日間、それぞれ培養した。その後、
培地を捨て、ＰＢＳ（－）で洗浄したのちＳｅｐａｓｏｌ（登録商標）ＲＮＡ　Ｉ　Ｓｕ
ｐｅｒ（ナカライテスク株式会社）を１　ｍＬ滴下することで培養細胞を回収した。回収
した細胞溶液にクロロホルム２００μＬを加え、１２、０００×ｇ、１５分の条件で遠心
分離を行い、ＲＮＡの含まれる水相とフェノール相とに分離した。分離した溶液から水相
のみを取り出し、イソプロパノール（和光純薬工業株式会社、カタログ番号325-00045）
を５００μＬ加えた後に１２０００×ｇで１０分間遠心分離することでＲＮＡを沈殿させ
た。上清を捨て、残ったＲＮＡに７５ｖ／ｖ％のエタノール（和光純薬工業株式会社、カ
タログ番号057-00456）を１　ｍＬ滴下することで洗浄した。１２０００×ｇで５分間遠
心分離したのち、エタノールを捨て、１０μＬのＤＥＰＣ処理水（ナカライテスク株式会
社、カタログ番号36415-41）にＲＮＡを溶解させることで、細胞からＲＮＡを抽出した。
【０１０１】
　（6.2）ｃＤＮＡ合成
　ＤＥＰＣ処理水９９μＬに抽出したＲＮＡ溶液１μＬを加えて１００倍希釈サンプルを
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調製した。その溶液の紫外可視分光光度計（日本分光株式会社、カタログ番号Ｖ－６３０
ＢＩＯ）を用いて、２６０、２８０及び３２０ｎｍの波長の吸光度を測定し、２６０ｎｍ
の波長の吸光度をもとにＲＮＡの濃度を計算した。ＲＮＡの濃度から、次に行う逆転写反
応に必要なＲＮＡ量を計算し、テンプレートとなるＲＮＡを１μｇ用いて、ランダムヘキ
サマーをプライマーとした逆転写キット（ＲｅｖｅｒＴｒａ　Ａｃｅ－α－（登録商標）
、東洋紡株式会社、カタログ番号FSK-101）と混合した。ＲＮＡと前記逆転写キットとの
混合溶液をサーマルサイクラー（バイオ・ラッド　ラボラトリーズ株式会社、Ｔ１００（
商標）、カタログ番号186-1096J1）にセットし、逆転写反応を行うことによって、サンプ
ルのｃＤＮＡを合成した。
【０１０２】
　（6.3）各種基質上で培養されたＨｅｐＧ２細胞における肝機能マーカー遺伝子の発現
量の測定
　サンプルのｃＤＮＡ１μＬに滅菌した純水１９μＬを加えて、サンプルを２０倍に希釈
して２０倍サンプルとした。肝機能評価のために、肝機能マーカーであるアルブミン及び
ＨＮＦ４αのリアルタイムＰＣＲ用プライマー（ＴａｑＭａｎ（登録商標）Ｇｅｎｅ　Ｅ
ｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ａｓｓａｙｓ、ライフテクノロジーズ・ジャパン株式会社、カタロ
グ番号4331182）を使用した。
【０１０３】
　リアルタイムＰＣＲ用９６穴プレート（９６　ｗｅｌｌ　Ｈｉ－Ｐｌａｔｅ　ｆｏｒ　
Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ、タカラバイオ株式会社、カタログ番号NJ400）において、それぞれ
ウェル当たり、２０倍サンプルを１μＬ、滅菌純水を１０．２５μＬ、Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅ
ｘ　Ｔａｑ（商標）を１２．５μＬ、プライマーを１．２５μＬとなるように加えてサン
プル溶液を調製した。
調製されたサンプル溶液をＳｅａｌｉｎｇ　Ｆｉｌｍ　ｆｏｒ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ（タ
カラバイオ株式会社、カタログ番号NJ500）を用いて封止し、遠心分離によってスピンダ
ウンした。スピンダウンされた各サンプル溶液について、Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ
　Ｄｉｃｅ（登録商標）Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ　Ｓｙｓｔｅｍ　ＩＩ（タカラバイオ株式会
社、カタログ番号TP900）を用いてリアルタイムＰＣＲを行い、細胞培養に使用した各基
質間での肝機能マーカーの発現量をΔＣｔ法により評価した。上記プライマーはＡｌｂ（
アルブミン）：Ｈｓ００９１０２２５＿ｍ１、ＨＮＦ４α：Ｈｓ００２３０８５３＿ｍ１
、ＧＡＰＤＨ：Ｈｓ０２７５８９９１（すべてライフテクノロジーズ・ジャパン株式会社
、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いた。アルブミン又はＨＮＦ４αの発現
量は、それぞれの肝機能マーカーの発現量の測定値をハウスキーピング遺伝子であるＧＡ
ＰＤＨの発現量の測定値で除算した相対値で表された。
【０１０４】
　（6.4）結果
　図６は、それぞれ、付着性細胞用表面処理済ポリスチレンディッシュ（ＴＣＰＳ）、Ｐ
ＭＥＡをコーティングした基板、及びＰＴＨＦＡをコーティングした基板上でそれぞれ１
、２又は４日間培養されたＨｅｐＧ２細胞において、上記方法で求められた遺伝子アルブ
ミン（図６ａ）及びＨＮＦ４Ａ（図６ｂ）の発現量をハウスキーピング遺伝子であるＧＡ
ＰＤＨの発現量との相対値で表した棒グラフである。図６ａ及び図６ｂからわかるとおり
、アルブミン発現量、ＨＮＦ４Ａ発現量のいずれについても、十分な中間水を含有するＰ
ＭＥＡをコーティングした基板上において、中間水の含有量が一定以下である他の基板上
におけるよりも発現量が高かった。
【０１０５】
　実施例３～５において示されるように、十分な中間水を含有するＰＭＥＡ等をコーティ
ングした基板においては球状の形態を維持したままで細胞接着を生じることから、良好に
細胞培養が進展することが推測されるが、本実施例の結果はその推測を裏付けるものであ
る。つまり、中間水の含有量が十分でなく、細胞が複数の接着斑を生じて扁平な形態での
接着を生じるＰＴＨＦＡにおいては培養された細胞が発現する機能がＰＭＥＡ等に対して
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有意に低いことから、十分な量の中間水を含有するポリマー等を使用することで、細胞の
接着形態の変化等を介して良好な細胞培養が可能になると考えられる。
【実施例７】
【０１０６】
　上記で評価を行った各基質における血小板の吸着性の評価を行った。
【０１０７】
　（7.1）評価方法
　ＰＢＡ、ＰＴＨＦＡ、ＰＭＥＡ、ＰＭｅ３Ａ、ＰＭｅ２Ａ及びＰＭＰＣをそれぞれコー
ティングしたＰＥＴ基板と、ポリマー等をコーティングしないＰＥＴ基板とをサンプルと
して、（2.2）節のとおりにプレコンディショニングを行った後、クエン酸ナトリウムで
抗凝固したヒト新鮮多血小板血漿をサンプル表面に３７℃、６０分間接触させた後、リン
酸緩衝溶液でリンスし、グルタールアルデヒドで固定した。その後、サンプル表面の１×
１０４μｍ２の範囲に吸着した血小板数を電子顕微鏡で観察した。
【０１０８】
　（7.2）結果
　各サンプル表面に吸着した血小板数を、ポリマー等をコーティングしないＰＥＴ基板に
吸着した血小板数を１とする相対値で表した結果を図７に示す。なお、図７においては、
横軸上の左から中間水の量が少ない順に、最も中間水の量が多いＰＭＰＣが右端となるよ
うに評価を行ったサンプルの結果を並べた。
【０１０９】
　従来から知られるとおり、ＰＴＨＦＡを含めて実質的に中間水を含有可能な水和性組成
物においては、血小板の吸着の程度が低いことが図７からも明らかである。
　したがって、本願に係る培養用支持体は、細胞が接着してその臓器特異的機能を良好に
発現すると共に、血小板はわずかしか吸着しないという特徴を有することにより患者等の
血液に直接曝露される状態でも血小板の吸着を抑制して良好な細胞培養を行うことが可能
である。
【実施例８】
【０１１０】
　評価対象として３Ｔ３－Ｌ１細胞を使用して、各基質上においてインテグリン依存性接
着の阻害処理の有無による、細胞接着性の変化を評価した。３Ｔ３－Ｌ１細胞はマウス胎
仔由来の３Ｔ３線維芽細胞株より分離されたもので、特定の条件下で培養することにより
脂肪細胞に分化し、細胞内に油滴を蓄積するといった特徴から、間葉系幹細胞である脂肪
前駆細胞のモデルとして脂肪細胞分化の研究に汎用されている細胞である。
【０１１１】
　（8.1）３Ｔ３－Ｌ１細胞の継代培養
　以下の各評価においては、以下の方法で継代培養した３Ｔ３－Ｌ１細胞の単離細胞を使
用した。３Ｔ３－Ｌ１細胞はヒューマンサイエンス振興財団　ヒューマンサイエンス研究
資源バンクより購入したものを使用した。
　３Ｔ３－Ｌ１細胞の培養には、（2.1）に記載したＤＭＥＭ／Ｆ１２血清培地を用いて
、直径１０ｃｍの付着性細胞用表面処理済ポリスチレンディッシュに１．０×１０４個／
ｃｍ２の密度で細胞を播種し、ＣＯ２インキュベーター内で３７℃、５％　ＣＯ２、湿度
９５％以上の条件下で培養を行った。培地交換は３日毎に行った。播種してから約５日後
にディッシュ上の細胞の密度が約７０％になると、０．２５％のトリプシン－ＥＤＴＡ液
を用いて細胞をポリスチレンディッシュから剥離し、その後、新たな細胞培養用ポリスチ
レンディッシュに播種密度１．０×１０４個／ｃｍ２となるようＤＭＥＭ／Ｆ１２血清培
地を用いて細胞を播種し、再びインキュベーター内に戻し、継代培養を行った。
【０１１２】
　（8.2）インテグリン依存性接着の阻害による細胞接着性の変化の評価
　検討を行う支持体として、ＰＴＨＦＡ、ＰＭＥＡ、ＰＭｅ２Ａ及びＰＭｅ３Ａをコーテ
ィングしたＰＥＴ基板と、ポリマー等をコーティングしない付着性細胞用表面処理済ポリ
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スチレンディッシュ（ＴＣＰＳ）を使用して、インテグリン依存性接着の阻害による細胞
接着性の変化を評価した。
　インテグリン依存性接着の阻害処理を行った３Ｔ３－Ｌ１細胞の群として、（8.1）節
に記載の方法で継代培養した３Ｔ３－Ｌ１細胞の単離細胞を、インテグリン依存性接着を
阻害するために５ｍＭのＥＤＴＡを添加したＤＭＥＭ／Ｆ１２血清培地に懸濁して３７℃
、１０分間静置したものを使用した。一方、インテグリン依存性接着の阻害処理を行わな
い３Ｔ３－Ｌ１細胞の群として、（8.1）節に記載の方法で継代培養した３Ｔ３－Ｌ１細
胞の単離細胞を、ＥＤＴＡを添加しないＤＭＥＭ／Ｆ１２血清培地に懸濁し、同様に３７
℃、１０分間静置したものを使用した。
　（2.2）節に記載の方法でプレコンディショニングを行った各支持体を２４穴の細胞培
養プレートの各ウェルに設置し、上記により調製した２種の培地に懸濁した３Ｔ３－Ｌ１
細胞をそれぞれ１．０×１０４個／ｃｍ２の密度で播種した。継代培養と同様の条件下で
１時間の培養を行った後、ＰＢＳで２回洗浄することによって接着していない細胞を除い
た。その後、ＰＢＳで０．１％に希釈したグルタールアルデヒド溶液５００μＬを加え、
室温で終夜静置することによって接着している細胞を固定した。固定後に、ＰＢＳで１回
洗浄し、０．２％クリスタルバイオレット溶液５００μＬを加え、３７℃、１０分間静置
して細胞を染色し、その後にｍｉｌｌｉ Ｑ水で２回洗浄して余分なクリスタルバイオレ
ット溶液を除去して室温下で乾燥させ、細胞の初期接着性の評価用サンプルを調製した。
　初期接着性の評価は、倍率１００倍の写真を上記で作製したサンプル基板１枚当たり３
視野ずつランダムに選び撮影した。撮影した写真内の接着細胞数を数え、サンプル全体に
おける接着細胞数に換算することで各基板おける初期接着細胞数とした。
【０１１３】
　（8.3）結果
　図８に各ポリマーでコーティングされたＰＥＴ基板、及びＴＣＰＳにおける初期接着細
胞数を示す棒グラフを示す。横軸は、各基板にコーティングされたポリマー等の種類と、
ＥＤＴＡを添加したＤＭＥＭ／Ｆ１２血清培地（＋）か、ＥＤＴＡを添加しない通常のＤ
ＭＥＭ／Ｆ１２血清培地（－）かの培養条件を表し、縦軸は各基板と初期接着をした３Ｔ
３－Ｌ１細胞の数（単位は、１０３個／ｃｍ２）を表す。
　図８に示されるとおり、中間水を含有しないＴＣＰＳや、少量の中間水を含有するＰＴ
ＨＦＡがコーティングされた基板においては、インテグリン依存性接着の阻害処理を行っ
た場合に３Ｔ３－Ｌ１細胞の初期接着数が大きく低下するのに対して、所定以上の割合で
中間水を含有するＰＭＥＡ、ＰＭｅ３Ａ、ＰＭｅ２Ａ及びＰＭＰＣがコーティングされた
基板では、インテグリン依存性接着の阻害処理によっては３Ｔ３－Ｌ１細胞の初期接着数
に有意な変化を生じないことが示された。
　この結果は、ＨｅｐＧ２細胞に対してインテグリン依存性接着の阻害処理を行った際の
傾向（図３）とも一致し、含有される中間水の量が比較的大きいＰＭＥＡ、ＰＭｅ３Ａ、
ＰＭｅ２Ａ及びＰＭＰＣをコーティングした基板においては、細胞の初期接着にはインテ
グリンを介する接着機構はあまり関与しないが、含有される中間水の量が所定以下である
基質ではインテグリンを介する接着機構が大きく関与することを示すものである。
【実施例９】
【０１１４】
　各種ポリマー等をコーティングしたＰＥＴ基板を細胞培養用支持体として培養した際に
、各種ポリマー等への３Ｔ３－Ｌ１細胞の接着形態を観察するため、各種の蛍光染色法、
蛍光抗体染色法を用いて細胞の接着形態を観察した。
【０１１５】
　（9.1）各種基質上への３Ｔ３－Ｌ１細胞の固定、及び鏡検観察
ＰＴＨＦＡ、ＰＭＥＡ、ＰＭｅ２Ａ及びＰＭｅ３ＡをコーティングしたＰＥＴ基板と、ポ
リマー等をコーティングしないＴＣＰＳとについて、接着細胞の形態を評価するサンプル
を調製した。各基板を、（2.2）節に記載のプレコンディショニングを行った後、２４穴
の細胞培養プレートのウェルに設置し、（8.1）節で継代培養した３Ｔ３－Ｌ１細胞を１
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．０×１０４個／ｃｍ２の密度で播種し、継代培養と同様の条件で１時間及び１日間培養
を行った。培養後、１ｍＬのＰＢＳで２回洗浄することによって接着していない細胞を除
いた。次に、あらかじめ恒温槽で３７℃に加温した４％パラホルムアルデヒド・リン酸緩
衝液を前記ウェルに加えて、３７℃で１０分間静置して各基板上の細胞を固定した。
　上記により各基板上に固定した３Ｔ３－Ｌ１細胞を、（5.2）～（5.3）節に記載の方法
で１次抗体染色、２次抗体染色を行って共焦点レーザー顕微鏡により観察した。
【０１１６】
　（9.2）結果
　図９ａ、図９ｂ及び図９ｃは各基質上に播種後１時間培養して接着した細胞に対し、ま
た図１０ａ、図１０ｂ及び図１０ｃは各基質上に播種後１日培養して接着した細胞に対し
て、上記で１次抗体染色し、更にＤＡＰＩ染色と、Alexa Fluor（登録商標）488で蛍光標
識されたファロイジン染色と、マウス抗ビンキュリン抗体及びAlexa Fluor（登録商標）5
46で蛍光標識されたヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体染色した細胞の蛍光顕微鏡写真で
ある。
　図９ａ～ｃに示されるとおり、１時間の培養後においても、中間水を含有しないＴＣＰ
Ｓや、少量の中間水を含有するＰＴＨＦＡがコーティングされた基板においては、既に細
胞の扁平化を生じると共に明確な接着斑が観察される一方で、所定以上の割合で中間水を
含有するＰＭＥＡ、ＰＭｅ３Ａ及びＰＭｅ２Ａがコーティングされた基板においてはいず
れも球状の形態が維持されることが観察された。また、図１０ａ～ｃに示されるとおり、
１日の培養を行った後においては、ＴＣＰＳや、ＰＴＨＦＡがコーティングされた基板で
は、細胞が多数の接着斑を生じると共に接着面積が大きく拡張するのに対して、ＰＭＥＡ
等がコーティングされた基板においては接着面積の拡張ほとんど観察されず、明確な接着
斑の生成も観察されなかった。
　図９，１０に示される結果は、ＨｅｐＧ２細胞（図４，５）の細胞接着の様子と同様の
傾向であり、所定以上の割合で中間水を含有する基質上に接着した３Ｔ３－Ｌ１細胞にお
いても、球状の形態が維持されることが示された。
【実施例１０】
【０１１７】
　３Ｔ３－Ｌ１細胞は、特定の条件下で培養することにより脂肪細胞に分化する脂肪前駆
細胞である。血清培地中での細胞培養においては、一般に血清に含有されるフィブロネク
チンが基質上に付着し、このフィブロネクチンに対して培養される細胞のインテグリンが
レセプターとなることで細胞接着を生じることが知られている（F Grinnell et al., J B
iol Chem, 257, pp4888-4893, 1982）。３Ｔ３－Ｌ１細胞においては、このようなフィブ
ロネクチンとインテグリンとの相互作用を生じた場合に脂肪細胞への分化が抑制されるこ
とが知られている(BM Spiegelman et al., Cell, 35, pp657-666, 1983）。このため、本
発明に係る細胞培養用支持体上で、インテグリンに依存せずに基質に接着することにより
、脂肪分化が促進されることが期待される。
　本実施例では、ＰＴＨＦＡ、ＰＭＥＡ、ＰＭｅ３Ａ、ＰＭｅ２ＡをコーティングしたＰ
ＥＴ基板、及び、処理を行わない付着性細胞用表面処理済ポリスチレンディッシュ（ＴＣ
ＰＳ）（IWAKI、3010-060）の各種基質上で培養した３Ｔ３－Ｌ１細胞の脂肪細胞への分
化の程度について評価を行った。
【０１１８】
　（10.1）各種支持体の作成
　ＰＴＨＦＡ、ＰＭＥＡ、ＰＭｅ３Ａ、ＰＭｅ２Ａを基質とする支持体は、上記ＰＥＴフ
ィルムから直径５ｃｍの円形に切り取り、メタノール(関東化学株式会社)に浸漬して洗浄
を行ったものを基材として、以下の方法で（1.2）節に記載した各種のポリマーをコーテ
ィングして用いた。
　ＰＭＥＡ、ＰＭｅ２Ａ及びＰＭｅ３Ａはメタノールを溶媒とし、ＰＴＨＦＡはメタノー
ル／クロロホルム（５：１）混合溶媒を溶媒として、それぞれ１．０ｗｔ％となるように
溶解してポリマー溶液とした。ポリマーのコーティングは、スピンコーターに上記円形の
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ＰＥＴフィルムを乗せ、作製したポリマー溶液を244 μl滴下し、200 rpm (10 s)→500 r
pm (7 s)→1000 rpm (7 s)→2000 rpm (5 s)→2000 rpmから4000 rpmの5秒間の回転スロ
ープ→4000 rpm (10 s)→4000 rpmから0 rpmの4秒間の回転スロープの条件にてスピンコ
ーティングを行った。１回コーティングされた基板を静置、乾燥させ、同様の手順で２回
目のコーティングを行ったものを支持体として、以下の評価で使用した。
【０１１９】
　（10.2）３Ｔ３－Ｌ１細胞の培養
　（2.2）節に記載の方法でプレコンディショニングを行った上記の各支持体に、（8.1）
節に記載の方法で継代培養した３Ｔ３－Ｌ１細胞をそれぞれ１．０×１０４個／ｃｍ２の
密度で播種し、ＤＭＥＭ／Ｆ１２血清培地にDexamethasone ：100 μM （SIGMA ALDRICH,
 St Louis,D4902）、3-isobutyl 1-methylxanthine：2.5 mM （SIGMA ALDRICH, I5879）
、ウシ膵臓由来のインスリン溶液：10 μg/ml （SIGMA ALDRICH, I0516）をそれぞれ混合
したものを脂肪細胞分化誘導培地として加えて４日間培養した。培地交換は培養２日目に
行い、培地の半量を新たな脂肪細胞分化誘導培地に交換した。
【０１２０】
　（10.3）各種基質上で培養された３Ｔ３－Ｌ１細胞における脂肪分化マーカー遺伝子の
発現量の測定
　各基質上において上記の条件下で培養された３Ｔ３－Ｌ１細胞の単離細胞が示す脂肪分
化マーカー遺伝子の発現量の評価を行った。上記で４日間培養した後、培地を捨て、（6.
1）節に記載の方法で細胞からＲＮＡを抽出した。抽出したＲＮＡ溶液についてNanoDrop 
2000c（Thermo Scientific社）を用いて、２６０、２８０ｎｍの波長の吸光度を測定し、
２６０ｎｍの波長の吸光度をもとにＲＮＡの濃度を計算した。当該ＲＮＡの濃度に基づい
て、（6.2）節に記載の方法でサンプルのｃＤＮＡを合成した。
　サンプルのｃＤＮＡ１μＬに滅菌した純水１９μＬを加えて、サンプルを２０倍に希釈
して２０倍サンプルとした。脂肪分化マーカーの発現量評価のために、脂肪分化マーカー
であるFatty acid synthase及びFatty acid binding protein 4のリアルタイムＰＣＲ用
プライマー（ＴａｑＭａｎ（登録商標）Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ａｓｓａｙｓ
、ライフテクノロジーズ・ジャパン株式会社、カタログ番号4331182）を使用した。
　リアルタイムＰＣＲ用９６穴プレート（タカラバイオ株式会社、カタログ番号NJ400）
において、それぞれウェル当たり、それぞれ２０倍サンプルを１μＬ、滅菌純水を１０．
２５μＬ、Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ（商標）を１２．５μＬ、上記プライマーを１．
２５μＬとなるように加えてサンプル溶液を調製した。調製されたサンプル溶液をＳｅａ
ｌｉｎｇ　Ｆｉｌｍ　ｆｏｒ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ（タカラバイオ株式会社、カタログ番
号NJ500）を用いて封止し、遠心分離によってスピンダウンした。スピンダウンされた各
サンプル溶液について、Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ　Ｄｉｃｅ（登録商標）Ｒｅａｌ
　Ｔｉｍｅ　Ｓｙｓｔｅｍ　ＩＩ（タカラバイオ株式会社、カタログ番号TP900）を用い
てリアルタイムＰＣＲを行い、細胞培養に使用した各基質間での脂肪分化マーカーの発現
量をΔＣｔ法により評価した。プライマーはFasn（Fatty acid synthase）：Mm00662319_
m1、Fabp4 (Fatty acid binding protein 4)：Mm00662319_m1、Gapdh：Mm99999915_g1（
すべてライフテクノロジーズ・ジャパン株式会社、Applied Biosystems）を用いた。Fasn
又はFabp4の発現量は、それぞれの脂肪分化マーカーの発現量の測定値をハウスキーピン
グ遺伝子であるGapdhの発現量の測定値で除算した相対値で表された。
【０１２１】
　（10.4）結果
　図１１ａ，ｂに、上記で測定された各培養基質において培養した３Ｔ３－Ｌ１細胞にお
けるFasn、Fabp4の発現量を、ＴＣＰＳ上での発現量を基準として示す。なお、図１１に
おいては、中間水を含有しないＴＣＰＳを左端として、中間水の含有量の順で各ポリマー
を配置した。
　図１１に示されるとおり、基質に含有される中間水量が増加するに伴って、３Ｔ３－Ｌ
１細胞の脂肪細胞への分化が促進されることが示された。このような結果は、基質におけ



(28) JP 2016-63801 A 2016.4.28

る中間水の含有量の増加に伴ってインテグリンを介した細胞接着の程度が低下するなどに
より、基質が培養される細胞に与える刺激が変化することに起因するものであると推察さ
れ、本発明に係る細胞培養用の支持体は、その目的に応じて幹細胞の分化を促進・抑制等
の目的で使用することが可能であることを示すものである。
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【図３】
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