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1.����

 

�� ���� �� ���� ��, ��, ��� ���� �� 

��� ��� ��� ��� �� ����� 	��� 
�. �

�� ������ ��� �� � ����� ��� �� 	� 

����� ���� �	�� ��� ����� �� ��� �

�� �� 
��, ���� ��� �
� ��� ���� ��

���� �� ��� ��� ���� 
�. ��
 �� ���

��� ��� ��� �
� ���� ��� ��� 	� ���

� ����� ��
 ���� ��� �	�
 ��� �� �

�� �� ��� ���� ���� ��� ��, �� �� ��

�� ����(tissue engineering)� �� ��� �� 
�.1 

�� ��
� �� �� ��� ��� ��� ��� ��� 

70%� ����� 2, 3�� �� ���� ��
�. �� 	� �

	� ��� �� ���� � ���� �� �	���� ���

� �� � ��� ��� ��� ��� ��� 
�.  

�� ���� 
� ���� ����� �� ����� ��

�, ���� ���� ��� ���� ��� ��� � ��� �

�� ����� ����� �� �� 
�. ����� ���� 

�� ����� 	� �	 � ��� ���� ��� ��� 


�. ��� 
�� �� ����, ����,2 ����
� ��� �

����
3 ���. ���� ����� �� ��� ����� �

	��� ��� ������� �� � 
�. ����� ����

� �� ���� ��� �����(hepatocyte)� ���� ���

������������������������������
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��� 
���� ��
� PIPAAm� ������ ���� �
���� �� ����� ����� ����

� 
���� �������. ����� ���� PIPAAm� ����� ATR-FTIR� ESCA� �� ����� 

�� �����. ��� ��� ������ 37 ��
 �����, �	�� ���� ��� ��
�� PIPAAm

� LCST ��� 20 �� ��
�� ��� PIPAAm� ����� ���� 
�� ������ ����� ��


�� �� 37 �� �	 � � �� ��� ������� ���� PIPAAm� ����� ����� ����

� 
������ 	� ����
 ������ ������� ���� � 
� ���. ��� 	��� ��	

�
 ������ ������� ���� 
� ���� � 
��.�

 

Abstract:�Thermo-responsive poly(N-isopropylacrylamide) (PIPAAm) was covalently patterned by masked electron beam 
irradiation. Introduction of PIPAAm on tissue culture polystyrene dish was confirmed by ATR-FTIR and ESCA measure-
ments. Hepatocytes were cultured at 37 � on these surfaces. Cells adhered on PIPAAm-grafted domains were detached 
by reducing culture temperature to 20 �. Endothelial cells were then seeded and cultured on the same surfaces. Seeded 
endothelial cells were selectively attached on hepatocytes detached and PIPAAm-grafted domains and could be co-cultured 
with hepatocytes on the same culture dishes with clear pattern. This co-culture method enabled long-term co-culture of 
hepatocytes with endothelial cells. 
 

Keywords: patterning, thermo-responsive polymer, co-culture, endothelial cell, hepatocyte. 
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�� �
�� ���� ����� ��� ��� ��� ��� 

� 
�. ���� ����� ��
� ��� �� �� ���� 

�� �� �
�� ���� ������ �� 	�� ���� 

�	�, �
�� �� ���� ���� ��
 ��� ���� 

���� 	� �� 
�.4  

����
 ���� �� ��� ���� ��
 �� �	� 

���� ��� ����� ���
 �� ���� �� �� �

�� �	���. � ��
� ���� ����(parenchymal cell)

� hepatocyte� �����(non-parenchymal cell) �� ���(co-

culture)�� 
�. ����� �	���� ����� �� ��

� �� ��� �� ����� � ��� ���
 ��� �


� ��� ������ ����
 
�. ����
� � ���� 

70% �� �����(hepatocyte)� ���
 
� ��� 30%� � 

�� ��� ��� ������(endothelial cell)� ��� �	�

� �� ��(Kuffer cell)� ��� �� ��� ��� �
� A� 

��� �� 
� �� ��(Ito cell) � ��� �� ��� ���


 
�. ��
 ��� 	�� �� ��� ���� ��� ��

� ��� ��� ��� � � 
�.  

����� ������ �� ���� ���� �� ���� 

��
 �� �� ������ ��� �� �� �����. ��

��� 	��� �� �� ������, ��� ����, 
� � 

	� �� �����. ���� 	� ��
� �
���(random 

co-culture)� ����� ��� �	�� ������ � � ��

����� ��� ��, ���� 	���
 � �� ��� �

���� 
�, DNA �� �� � ������� 
� �� ��

� �
���. ��� �
���� 	� � �� ��� � ��

� �� �� �� �� ���� ��� ���
� � �� ��

� ��
� ��� ���. ��
 ���� ���� ���� 

��� ��� 
�.5 ��� ��� ���� ��
 ����� 

���� ��� ���� 	�� ������� ���� � �

�� ��� �� 	�� ����� �� ���� ���� �

��� � �� ��� ��
� ��� ���� ��
 ���� 

���� ���� ���.6  

���� ��(surface micropatterning)� �� ��� 	��� �

������ ��� 
�� ���� �� �� ����� ��,7,8 

�� ��,9,10 ����� ��,11 ��� 
���� ��
� ��,12-15 

���	� ��� ��
16,17 �� ������ 
�, ���� ��

� ���� �� �� �� 
�(apoptosis) �� ��� ��� �

��� �� insulin18,19 �� epidermal growth factor(EGF) 
��

20 ��

�
� ����� �� ��� 	�� ���� 
�.  

�� ������ ��� ��� ��� �� ��� ���� 

���� �� ��� �� �� ��(etching) �� 	�� �� �

�� ����. Lee ��
21 ��� ��� ��� �� ��(0.2�0.8 

µm in diameter)� �� track-etched polycarbonate membrane�
� 

������ ��� ����� ���� � �� 
�� ��� 

���. ��� ��� 
�� ��� ��� �� �
 �� ��

�
 � ����� ���� 
�. ��
 ��� �� ����

� �� �� ��� ��� ��
 �	 ����
� ���� 

��
�� ����.  

�� ����� ������ ��, � �� 
���� ��� 

��
� ��� 
���� ����. ���� ����� ���

(negative charge)� ��
� �� ��� ���(positive charge)� �

���� 	� ���� ��� ���� � �� 
�� �
�� 

��.  

��� 
��
(cell adhesion factor) 
� ���
(cell growth factor)

� ��� 	�� laminin, extracellular matrix(ECM) proteins �� �

���� ����� ���� 
� ������ �� �� ���

��� 
���� �����. ���� �� ��� Toner group

� ��� ���� ���� Figure 1� 	� photolithoraphy 	�� 

���� ���� ����� ����� 
��� �� �� �

�� ����� ��� ��� ��� 
��� �, � �	� �

��� 
��� �� ��� ��� ������ ������ 

���� ����.6 ��� ��� ��� ����
� 
��� 

��� ��� ����� ��
� ���� ����� ��� �

�� 
�.  

��, 
���� ��
� poly(N-isopropylacrylamide)(PIPAAm)

� lower critical solution temperature(LCST)� ��� ��� ��
 �

��� 32 � ���
� 
��� �
�� � ��� 
��
� 

���� �
��.22 ��� 
���� ��
� ������� 

������ ����
�� 37 ��
� ����� PIPAAm� 


�� ��� �
�
� ��� 
�� ���� �� ��� 


�� ��� PIPAAm� 
����� �� �
�� � ��� �

� 
�� ��� ��� ����� ��� ���.23,24  

� ���
� ��� 
���� ��
(thermo-responsive polymer)

� 	�� PIPAAm� �
� ����� ���� ���� ��� 

����� �������� ����
� ��� �� ��� �

�� ���� ��� ��� ����� �� �����. � �

�� ����� �������
 �� ���


 ����

� ������ ���
 ��� ����� �� ��� ���

���� � � 
��.  

 

2. ��  
 

2.1 �������  

���� N-isopropylacrylamide(IPAAm)� Kohjin(Tokyo, Japan)�

��� ���� n-hexane�� ����� �����
, ����

� ����� 
�� Becton Dickinson Labware(Oxnard, CA, USA)�

 
 
Figure 1. Schematic process for generating micropatterned co-culture of 
two distinct cell types reported by Toner group.6 
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 �����. ������� ���
� Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium(DMEM), ���� ���
� William's E(WE) medium� �

����
 �� Gibco�� ��� ���� �����. �� �

���� ��� fetal bovine serum(FBS)� penicillin G-streptomycin

� Gibco�� ��� �����.  

2.2 !�!


�������������  

���� IPAAm� 60 wt%� ��� 2-propanol� ��� � 

�� 60 µL� 60 mm� �	� 
� ������� 
�� �	�

� ��� � �
� ����(Area Beam Electron Processing System, 

NIssin High Voltage, Japan)� ���� ���� �����.23,24 �� 

���� photomask� ���� 0.25 MGy �
� ���� ����


���� ����� IPAAm� ���� �����(Figure 2).  

2.3 ����  


���� ��
� PIPAAm� ����� ��� �����

���� ���� ��
 ATR-FTIR(FT/IR 300E, Jasco)� ����

�. ������ MIRacle Ge crystal(Cat. No. 025-2050, MIRacle)� 

�����. PIPAAm� ����� ����� ��� �����

� �� ��� ESCA(MT 500/1, VG Microtech)� ���� �� 

survey scan� �� � ��� ����� ������. ��� �

�/
� ��� ���� �� ������� �
��(water contact 

angle)� �����. ����� ���� �	�� �� ��� �

�� 
��� �����
 ��� ��� � � 
�. ��� �

�� 
�� 1.5�0.8 cm ��� ��� ��� 
� �� contact angle 

goniometer(model 100-1, Rame-Hart Inc., USA)� ���� sessile drop 

method� �� 	��� �� �	�� �� ��� ���	 � 

� ���� 20 �� 37 ��
 �� 5� �� ��� ���
 �

����.  

2.4 ������� ��  


� ��� ������(P�3)� Clonetics���� ���� �

����. ���	��� ��� 10% FBS� 1%� 
��� ��

�� DMEM ��� ���� ����� ����� 
��
 �

������
, 0.25% trypsin-0.26 mM EDTA PBS ���� ��

�� � ���� �����. 

2.5 �� � ���� �� � ��  

7�� �(Sprague Dawley rat, male)� ������ 	� 15 mL� 

ethyl ether� ��� ��� � ���� �� �����. ��
 

��� ��� ��� �� ��� ��� ��� ��� ��� �

� � ���� ���� ����� 37 �� ��� ��� ��

(preperfusion solution) 100 mL� pump� ���� �����. ���

�� ���� ��� ���� � ��� ��� �� ���� 

���
�� ��� ���� �� �����. ��� �� ���

� glass dish� �� ��� �� ���� �� 
� � Hank's solu-

tion� ���� ����� ��� �	��� 100 µm �	� mesh

� ����� ��� � ������� ���� ��
 4 �, 500 

rpm�
 2�� ������ ���� ���� 1%� 
��� �

�� WE medium�� 3�	 � ������ ������ 	� 

���� �����. ��
 ���� ���
 ���� ��� 

� ����� ��� ��� 10% FBS� 1%� 
��� ��� 

WE medium� ���� ��� �	�� 5�106 cells/ dish� ��� 

��
�� �����.  

2.6 ���  

��� ����� ���� ������� �� ��� 
� �

� �	�� ��
 � ���
� ���� ������� ��

�� �����. �� photomask� ���� ����� PIPAAm

� ����� ���� ��� hepatocytes� 5�106 cells/dish� �

�� seeding�� 37��
 �����. 24�� �� �, ���� 

��
�� �� 20 �� ���� ������ 	� 1�� �


��� 	���. � 
��
� PIPAAm� 
���
 ����

� ��� �� PIPAAm� ����� ��� 
�� ���� �

��� ��. ��� ����
 ��� hepatocyte� ���� � 

� 37 ��
 
� ������� 5�106 cells/dish� ��� seeding

�� hepatocytes� ��� ��� ����� ������� 
�

���. ��� 
� � ��� ��� ��� �� �����	

� ���� �����.  

 

3. �� � ��  
 

3.1 !�!


����������������� 


���� ��
� PIPAAm� Figure 2� �
� �� 	� pho-

tomask� ���� �
���� �� ����
�� ����� 

�������. ������� PIPAAm� LCST ��� 
�� 4 �

� ���� ���� ���� ��� ��	 �	�� ��� �

�� � ������ �� ��
� �����. �	 � ��� 

��
�� EO ��� ���� ����� �����. PIPAAm� 

����� ����
�� ����� ATR/FTIR� ESCA� ��

���
 � ��� Figure 3� Table 1� �� �
���.  

Figure 3�
 � � 
� �� 	� PIPAAm� ����� ���

 
 
Figure 2. Schematic diagram for the preparation of PIPAAm pattern-
grafted cell culture surfaces. 

Figure 3. ATR-FTIR spectra of ungrafted (a) and PIPAAm grafted (b) cell 
culture surfaces. 

����� ����� ����

Wavenumber(cm-1) 

���� ��
��

�	�
��
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� ������ �� ���
� �� 1650 cm-1 ��� amide 

��� ���� ����� 	��� � � 
�. ��
 ����

� ��
� ��� PIPAAm� ����� �������� ��

���. �� ESCA� �� ��� �
��� ��� ��, PIPAAm

� 	��� �
� �� PIPAAm� ����� ��� �
��� 

1.30%�
 6.45%� ���� ���� ����� PIPAAm� ��

��� �������� ��� � 
��(Table 1).  

�
���� �� ����
� ��� ����� PIPAAm� �

�� ATR/FTIR ����� ���� �	���. ����� ��


�� 1600 cm-1 ��� 	
�� ���� ����� 	��
 

� ��� ��� PIPAAm� ���� 1650 cm-1 ��� ��� �

�� ����� ���� ���� �	���. ����� ���

�� ��� ��� PIPAAm �� ���� ��� ���� ��

� �� ���(I1650/1600)��� �����. � �� ����� �

�
�� ���� 2.0�0.3 µg/cm2
� PIPAAm� �������� 

� � 
��. 


���� ��
� PIPAAm� ����� ��� 
���� 

�� 
�/�� ��� ���� �� �
��� ���� � �

�� Table 2� �
���. 
���� ��
� PIPAAm� 32 � 

���
 LCST� �
��. Table 2�
 � � 
� �� 	� ��

���� �� ����� ���� ���
� 
���� �� �


��� ��� ���� ���� PIPAAm� ����� ���


� LCST ��� 
�� 37 ��
 
��� 66°�
 PIPAAm� 

������ �� ��� ������ LCST ��� 
�� 20 �

�
� 
��� 54°� �
���� 
�� �
�� �� ��� 

���� 	��� � � 
��.  

3.2 ��� ���� 


���� ��
� ����� ����� LCST ��� 
�

�
� ��� � 
��� � ��� 
��
� ����� �

��� 	��� ��� ���� ��� ��� ��� ����

� ���� ��. 

Figure 4� �
�� �� 	� ���� ��� IPAAm ��

���� ���� � �� TEM grid� ������ ���� �


� ��� � ������� ��� ���. LCST ��� 37 �

�
 ��� � 
� � �����
 3	� �� � ���� �

���
�� 20 �� ������
 30�� 	�� �� 

PIPAAm� ����� ���
� PIPAAm� ���� �� ��

��
 ��� �� ����
�� � � 
��. � ��� ��

���� ��� 	� ���� ����� ���� � � 
�.  

3.3 ��� 

Figure 5� � ���
 �	� ����� ����� ���� 

�� �� ��� ��	 ��� �
���. PIPAAm� ����

Table 1. Surface Atomic Composition of Ungrafted and PIPAAm-
Grafted TCPS Dishes Determined by ESCA Measurement 

Atom (%) 
Substrate 

C O N 
Ungrafted TCPS dish 87.85 10.85 1.30 

PIPAAm-grafted TCPS dish 85.77 7.78 6.45 

 

Table 2. Water Contact Angles (°) of Ungrafted and PIPAAm-Grafted 
TCPS Dishes at Different Temperature Measured by Sessile Drop 
Method (n�5) 

Substrate 20 � 37 � 
Ungrafted TCPS dish 66.2°�0.8 66.4°�3.0 

PIPAAm-grafted TCPS dish 54.0°�1.5 66.0°�2.2 

 

 

Figure 5. Schematic illustration and phase-contrast micrographs of patterned 
cell co-culture of hepatocytes(Hep) and endothelial cells(EC). (a) PIPAAm 
pattern-grafted cell culture surface. (b) Hepatocytes culture at 37 �. (c) 
Hepatocytes cultured on PIPAAm grafted domain were detached by 
reducing culture temperature to 20 �. (d) Endothelial cells of second cell 
type were seeded and co-cultured on patterned culture surface (c) at 37 �. 

 

Figure 4. Patterned endothelial cell culture. (a) TEM grid as a photomask. 
(b) Endothelial cells were seeded and cultured on PIPAAm pattern-grafted 
dishes for 3 days at 37�. (c) Then, culture temperature was reduced to 
20� to detach cells selectively adhered on PIPAAm-grafted domain. 
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� ����� ��� ���� ���� ��� ��(Figure 5(b))

�
 � � 
� �� 	� PIPAAm� LCST ��� 
�� 37 �

�
 ���� PIPAAm� ����� ���� ������ �� 

��� ��� �	�� 
��� ��	� � � 
��. � � �

���
�� LCST ��� 20 �� ��� ��� ����� 

PIPAAm �
�� ���� PIPAAm� ����� ���� 
�

� ��� ����� ���� ���(Figure 5(c)). ��� ���

� �� ��� �	� ��� 
�� ���� ��	��� �

��� ���� ����� ������ ��� 

� ����

�� ���� ��.  

� ��� ��
�� LCST ��� 
�� 37 �� �	 � �

���� ���� ���� ��� � �� ��� ������

� ��� �� ������� ���� 
��� �� PIPAAm� 

����� ����� ����� 
��� 	��� �	 ��

��
 ���� �� ���� ���� ���(Figure 5(d)). ��

� 	�� ������ ��� ��� 
� ���� ��� �

�� ������ ���� ����. MIT� Toner ���6 �� 

��� ��� ��� ����
� ��
��� ��� � ��

��� ��
� �	����
 ���� ��� ���� ��� 

��� 
�� � ���
� 
���� ��
� ����� �

����� � ��� ��� �	�� ��� � ���� ��� 

����� ����� � �
�� ��� ��� ����� 	

�� ������ ��� ��� ����� ��
� ���� 

����� ��� ��� 
�. ��, ���� 
� ���� �

���� ���� � ��� Figure 6� �
���. ������ 

������� ��� ��� ��� ��	 ���� �
���

� ����� � 4�� ����� �� 3��� ����
� �

� �� ���� ��� ���
 ���� 
�� � � 
��. 

��� 4��� ��� ��	 ��(Figure 6(d))�
 ��� �� �

���
 ����� 
�� ��� � ������� 
�� �

��� ���� � � 
��.  

��� ��� ���� ���
 ����� ��� ��� � 

� 
� ���. ���� ��� ��� WE medium��
 ���

���� ���� DMEM� �����
� ���� WE medium

� ��� �� ��� ����� ����� �� � 
�. ��


 �� ������� 
���
 �
�� ���� ����

� 	�
� ��� ���� 	 � 
�. ��� ��� 3��� 

�����
� ��� � 
�. 3�� ���
 �� 
� ���

�� ������� �� �
 �
�� 
�� � � 
�
 �


� ���� ���� ��� ��� � 
�
 ��� 	
� 

4��� ��
 �� ���� �� � � 
��. ��� ��� 

���� ��
� � �� 	�� � � 
�. �� 	 ��� �

��� ��� ������� ��� �	� �� 	�	 ��� 

������ ��� � 
�
, � ���� ������� ��

���� ��� ����� �� � � 
�. �� ������

��� ���
 DMEM�
 ������ ��� WE medium� 

�� �� �
�
 ������ ������ WE medium�
 

��� � 
� ������� ������ ����� 	� �

�� ���
 ���� ������ �� ��� ���� ��

��� ����. 

 

4. ��  
 

� ���
� 
���� ��
� PIPAAm� �
���� �� 

��� ���� ��� �������
 ��� 
���� �� 

���� ��/
� ����� ��� �
���. ���� ��

���
 ����� ��� 
�� ���� ��� ���� 


���
 ����� ��� ����� ����� 
���
 �

�� ���� ��� ���� ��� ��� ������ ��

���� ���� ����� �	���. ����
 �����

� ���� ���� ��� ����� 
�, DNA �� �� � 

������� 
� �� ��� ��� � 
�
, ����� �


�����
� �� � ��
 ���� 
� ���� ���

� ���. ���� ������� ��	�
 4��� ��� �

� ��
 ����� ��� ����, ����� �� � 
�� 

��� � 
�� ���� ��� �� ����
� ��� �

��� ���
 � ����� � ��� ��� � � 
�. ��

����� ���� ��� ���� ���� � ��� ��� 

�� 	�� ����� �� ���� ���� ���� ���

� ���� �� �� ��� �����
� ��
� ���� 

��� ����� ����.  
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