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Preparation of polymer matrix bioconjugated with Notch ligand

   It is important to prepare the cell culture devices with functional polymer surfaces. Notch ligand delta-1 is

considered as one of the important membrane proteins for self-renewal of hematopoietic stem cells. In

this study, a polymer matrix immobilized with Notch ligand delta-1 was prepared by photo-immobilization

technique for culture the stem cells. It has been reported that photo-reactive polymers bearing azidophenyl

groups could immobilize functional proteins without losing their biological activity. Therefore, a novel

photo-reactive phospholipid polymer, 2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine polymer bearing

azidophenyl groups, was applied as the matrix to conjugate with Notch ligand delta-1. A leukemia cell

line, TMD7, was cultured on the bioconjugated polymer surface. The polymer surface immobilized with

Notch ligand delta-1 was recognized by TMD7, and the cells efficiently grow on the phospholipid polar

group concentrated surface (PC surface) with protein. It was considered that the PC surface provided a

suitable environment around the membrane proteins without denaturation. The photo-reactive phospho-

lipid polymer was expected to constitute on in vitro niche to culture hematopoietic stem cells.
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はじめに
　造血幹細胞の未分化維持培養システム（生体外niche）

の構築は再生医療における重要なトピックスである．生

体外nicheの構築にはサイトカインや膜タンパク質の機能

解明，またはそれらの組み合わせやシグナル伝達経路の

解明などに代表される, いわゆる細胞生物学の視点からの

研究が重要であることはもちろんのこと，一方，それら

の成果を得るための基礎材料, またはそれらの成果を反映

した材料工学研究の推進が必須である．生体外において

造血幹細胞の自己複製を促すためには，あらかじめスト

ローマ細胞層を形成する必要がある．このストローマ細

胞層による造血支持機構の一つに細胞膜（造血幹細胞-ス

トローマ細胞）同士の直接接触が考えられる．この機構の

一つにNotchシグナルが考えられている1)．ストローマ細
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図1　生体膜表面の模式図と代表的なMPCポリマーの構造式（水不溶性，光反応性）

胞の細胞膜に発現しているNotch ligand delta-1は , 造血幹

細胞側に発現しているレセプターを介してシグナル伝達

し，造血支持機構に寄与していると考えられている．一

方，材料工学においても新しい分子設計概念の下，培養基

材表面に生体膜類似構造を構築することができるポリマー

バイオマテリアルが創製されている．本稿では, 新しいポ

リマーバイオマテリアルにNotch ligand delta-1の機能をイ

ンプットした光固定化バイオコンジュゲート培養基材につ

いて概説する．

リン脂質ポリマー
　造血幹細胞やストローマ細胞にかかわらず, 全ての細胞

（生体）膜表面はリン脂質極性基の高集積化表面を形成し

ている．つまり，生体細胞の緻密な機能はタンパク質に

より制御されているが，それらのタンパク質が効率的に

機能する「場」を提供しているのはリン脂質極性基表面で

あると言える．特に膜タンパク質を介した細胞への効率

的なシグナル伝達機構は当然のごとく細胞膜表面を支持

体として行われている．細胞膜表面では中性のホスファ

チジルコリン(PC surface)が支配的となっている．

　1990年に石原らは高分子合成化学を駆使してメタクリ

ル酸エステルの側鎖に生体膜同様のホスホリルコリン基を

具備した2-メタクリロイルオキシエチルホスホリルコリ

ン(MPC)を一成分としたMPCポリマーを報告した（図1）2)．

つまり，MPCは生物学的なデザインセンスを取り入れた

全く新しいタイプのポリマーバイオマテリアルである．

MPCポリマーの材料としての物理化学的な特性評価はも

ちろんのこと，生化学的評価も積極的に展開され，現在で

は特に血液と接触するデバイスの表面修飾に利用されてい

る．MPCポリマーは合成高分子であるため，目的に応じ

た任意の分子設計が可能である（水溶性，非水溶性，組成，

モノマー配列…）．とりわけMPCポリマーの最大の特長は

生体内・生体外問わず，生体反応を実質的に制御している

タンパク質との非特異的な相互作用を全く誘起しないこと

である3)．さらにはMPCポリマー上で培養した細胞や接触

した細胞からは他の基材表面と比較して，ストレスを受け

ると放出する一連の炎症性サイトカインの発現が全くみら

れないことが明らかとされている4)．これは培養基材をPC

surfaceとしたことによって細胞にとっての生体異物表面

（吸着 → 変性タンパク質層）と認識されていないためであ

ることが考えられる．生体外niche の構築を考慮する際

に，最も基礎的な表面としてPC surfaceを利用し，さらに

特定のタンパク質（本研究においてはNotch ligand delta-1）

を固定化することで効果的な機能発現につながると期待で

きる．

光固定化法（光バイオコンジュゲート）
　生体情報分子（タンパク質類）の培養基材表面への固定

化方法は疎水性相互作用や静電的相互作用などの物理吸着

のみならず，化学固定化系においてもこれまでに種々検討
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図2　光反応性ポリマーによるNotch ligand delta-1の光固定化の方法と模式図

されてきた．特に汎用性の高い固定化方法の一つに松田

らにより報告された光反応性ポリマーの利用があげられ

る5)．光反応性ポリマーは紫外光照射することで10秒以内

に培養基材表面上に共有結合により架橋することが可能で

ある．また，水溶媒系であることから，タンパク質なども

その結合部位を選定することなく容易に培養基材表面に固

定化することができる．光固定化タンパク質は結合に配

向性はないが，機能発現するのに十分な活性を維持して

いることが細胞生物学的観点からも検討されており，ダ

ウンレギュレーションの抑制など培養基材への固定化によ

る利点が種々報告されている6)．造血幹細胞培養におい

てもストローマ細胞との細胞膜を介した直接接触の影響が

大きいと考えられる．つまり，生体外nicheをデザインす

る際には，培養基材表面からの刺激因子を活性を維持し

た状態で固定化することが重要である．光反応性ポリ

マーによるタンパク質固定化培養基材は，生体外で細胞

を取り扱う際における新しい培養基材創製の方法の一つと

して期待できる．

Notch ligand delta-1マイクロパターン固
定化
　Notch ligand delta-1は既報に従い調製した12)．本研究で

は光反応性MPCポリマー7)をNotch ligand delta-1固定化の

支持体として用いた．つまり，培養基材表面に構築される

リン脂質極性基の高集積化表面を膜タンパク質のサポート

レイヤーとした．基材表面への非特異的なタンパク質吸

着は誘起せず，特定の膜タンパク質をランダムに固定化

することで，生物機能がインプットされた培養基材表面

となると期待できる．ポリマー材料を光反応性としたこ

とでタンパク質の固定化のみならず，培養基材上におけ

るマイクロパターン化加工も可能である7)．各種光反応性

ポリマーとNotch ligand delta-1を溶解したコンジュゲート

水溶液を培養基材表面に塗布し乾燥後，紫外光照射する

ことで基材表面の光反応性ポリマーを支持体にNotch ligand

delta-1を固定化した培養基材を調製した（図2）．UV照射

時に微細加工技術で利用されるフォトマスクを利用するこ

とで，培養基材を幅150μmの非固定化領域で隔てた幅

100μmのストライプ状のNotch ligand delta-1固定化表面

を調製した．

TMD7の認識と増殖活性の向上
　本研究ではモデル造血幹細胞として東田らにより樹立さ

れた白血病細胞株TMD7を用いた8,9)．TMD7はNotch ligand

delta-1存在下において増幅する株化細胞である．基本的

には浮遊細胞であるが，培養が長期化するに従い基材表

面に非特異的に接着する様子が観察された．

　TMD7を各種マイクロパターン化表面に播種した際の位

相差顕微鏡写真を図3に示す．基盤表面をPC surfaceにし

たことでNotch ligand delta-1固定化領域以外への非特異

的な細胞接着を完全に抑制した．その結果，全てのNotch

ligand delta-1固定化マトリックスでTMD7による特異的な

認識を確認できた．一方で，ポリマーのみをマイクロパ

ターン化した場合にはポリマーの性質に依存した異なる応

答が観測された．特にポリアリルアミン表面では，Notch
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図3　各種光反応性ポリマーを用いてマイクロパターン固定したNotch ligand delta-1
固定化培養基材上でのTMD7培養（培養1日後）

図4　各種光反応性ポリマーを用い
てコンジュゲートしたNotch
ligand delta-1

固定化培養基材上でのTMD7の細胞
増殖数変化（WST-1アッセイ，培養4
日後）

ligand delta-1をコンジュゲートしていない表面においても

特異的にTMD7がマイクロパターン化している様子が観

察された．これはポリアリルアミン表面が正に帯電して

おり，培養液中からのタンパク質の吸着のみならず，細

胞も静電的に引きつけた結果であると考えられる．リン脂

質極性基を有するMPCポリマーや負に帯電しているポリ

アクリル酸表面では，Notch ligand delta-1をコンジュゲー

トしていない表面においては，完全にTMD7はそれらの

表面を認識していない様子が観察できた．

　さらに固定化基材上でのTMD7の増殖能を検討した結果

を図4に示す．膜タンパク質リガンドであるNotch ligand

delta-1は光反応性MPCポリマーを支持体として固定化し

た系で顕著な細胞増殖活性を示した（未発表データ）．こ

れまでの研究からMPCポリマーとタンパク質との非特異

的な相互作用は極めて弱く，共存しているタンパク質の

コンホメーション変化を誘起しないことが知られている
3,10,11)．本研究ではその結果，Notch ligand delta-1が native

に近い環境（細胞膜内での状態）で固定化されたために，

他のマトリックスに比較して相対的に高いS/N比を示し，

かつ高い活性を保持したと推察できる．

おわりに
　生体外での細胞培養システムにおいて細胞が接触して

いるのは唯一，培養基材表面である．つまり，造血幹細胞

の生体外nicheを構築する上で培養基材の表面設計は極め

て重要な因子である．細胞機能を実質的に制御している

のはタンパク質であるが，一方で生体外nicheを構築しよ

うとするときに，機能性タンパク質の発現環境を最適化
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する必要がある．つまり，PC surfaceは単に機能性タンパ

ク質の支持体として機能しているにすぎないが，培養シ

ステム内で機能性タンパク質を効果的な機能発現に帰結さ

せるための基礎的な基材表面としてPC surfaceは有効であ

ると考えられる．特にNotch ligand delta-1のように膜タン

パク質を固定化して細胞膜内にあるような機能を期待する

場合は，顕著にその効果が発現するものと考える．

　機能性タンパク質のシグナル伝達経路の解明や新規膜タ

ンパク質の発見といった細胞生物学的研究の推進が重要で

あることはもちろんのこと，それらを見出すための基礎

材料 , またはそれらの機能を材料システムに取り入れた

培養基材の創製が今後の再生医療研究を推進するには必須

になると考える．これまでのところ，生体外nicheの構築

には未だ至っていないが，細胞との接触界面を制御する

バイオインターフェイスサイエンスのさらなる発展により

理想とする生体外nicheの構築に，より一歩近づけると考

える．
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