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[研究の目的]

近年，iPS 細胞が樹立され，2014 年には世界

で初めて iPS 細胞を用いた網膜の治療法が確立

されるなど，国内外問わず培養細胞を用いた治

療法が高い注目を集めている。このように，

iPS 細胞を用いた臓器復元の可能性が示された

ことから様々な難治疾患に対する治療法が考案

され，これらの治療に必要な細胞の大量培養の

ための自動培養技術や組織構築のための 3Dプ

リンタ技術などの革新的な技術が生み出されて

いる。新たな細胞や臓器が生み出されていく一

方で，依然としてがんによる死因は国内で他の

死亡原因に差をつけて一位であり，その根本的

な治療法などについては未だに解決されていな

い。その要因のひとつにがん細胞の転移がある。

本研究では，転移メカニズムに大きく関係する

細胞接着の定量評価について評価することを研

究の最終的な目的としている。

体内の細胞は，血球系の細胞を除いてその大

部分が細胞同士で接着または，細胞外マトリッ

クスに接着して存在している。このような細胞

は接着していない場合には，生細胞でも増殖す

ることができないことや，細胞が分化する際に

は接着形態が著しく変化することが知られてい

る。すなわち，増殖や分化などの細胞特性は接

着性と極めて密接に関係している。このため，

細胞の接着力を測定することで，細胞の接着性

と細胞特性の関係性について定量的にそのメカ

ニズムを解明できる。しかし，従来の接着性の

測定方法は，原子間力顕微鏡のカンチレバーを

用いて細胞にせん断応力をかける方法 (図

1A) や細い流路内で培地を流し，流水刺激を

印加する方法 (図 1B) が用いられていた。し

かし，これらの方法では，細胞が接着している

仮足の一部に局所的な力がかかり，仮足が損傷

することで細胞が剥離される。すなわち，細胞

が剥離するのではなく，仮足の強度を測定して
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図 1 従来の細胞接着力の測定方法 (A：カンチレバー，
B：流水刺激) および C：提案する音圧による細胞
剥離方法



いるに過ぎない。このため，細胞の接着力を測

定するためには，底面から均一な力を付与する

必要がある。一方で，我々はこれまでに超音波

振動を培養基材に印加することで細胞を剥離す

る酵素フリーの剥離技術について研究している。

以上の背景と研究技術を鑑み，本研究では，細

胞の基材底面から超音波振動を照射して細胞を

剥離して，細胞の接着力を測定することを最終

的な目標とし，細胞を少数細胞単位で測定でき

るように，マイクロ流路内で細胞を配列させて，

細胞を超音波振動で剥離できるデバイスの製作

を行った。

[研究の内容，成果］

(1) 照射装置の製作

本研究では，培養基材底面に接着している細

胞に対して，培養ディッシュ底面から超音波振

動を透過させることによって細胞を剥離する装

置を開発した。

本装置 (図 2) は，ドーナツ型の圧電素子を

ガラス製振動板に貼り付けることで振動子とし，

シリコンカバーとフェルトではさみ，PLA製

のカバーではさみこむことで加振器を製作した。

次に，細胞を培養するマイクロ流路を製作した。

マイクロ流路の製作には PDMS のプラズマボ

ンディングを用いた。なお，PDMS の鋳型を

レーザ描画装置を用いて製作した。マイクロ流

路は流路幅 150 μm，高さ 100 μm，長さ 15

mmとした。はじめ，ボンディングする基材と

してポリスチレン製の培養ディッシュを検討し

ていたが，流路に送液できるだけのボンディン

グは困難であった。このため，基材をカバーガ

ラスに変更し，ボンディングした。

製作した培養チャンバーを 70% エタノール

で消毒後，PBS により洗浄した。その後，間

葉系幹細胞 (2.0×106/mL) を播種し，12時間

インキュベータ内で培養した。図 3に示すよう

に，流路内の細胞は 12時間後には仮足を伸ば

し，培養基材に接着していることがわかる。超

音波加振器の上に設置するために，マイクロ流

路設置用の治具を 3Dプリンタを用いて製作し

た。製作した治具と加振器の隙間は超音波が伝

達するようにグリセリンを満たした。

図 4 に示すように超音波加振器の上に 12時

間細胞を培養したマイクロ流路を設置した。シ
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図 2 超音波振動によるマイクロ流路細胞剥離装置

図 3 マイクロ流路内での細胞の様子 (A：播種直後の細
胞，B：培養 12時間後の細胞)



リンジポンプを用いて PBS を 0.2 μL/sで送液

した。マイクロチャネルの反対側には廃液用の

ボトルを用意し，超音波振動を付与している間

は常に送液するようにした。また，超音波加振

器はアンプとファンクションジェネレータに接

続し，交流電力を印加した。印加した交流周波

数を 29-31 kHz とスイープさせることで，マ

イクロ流路ごとの個体差により，異なる共振点

を有していた場合にも共振で振動するようにし

た。印加する電圧は 0 V から徐々に増加させ

ていき，100 V印加した際に，図 5に示すよう

に細胞が剥離する様子を確認した。

以上の結果から，マイクロ流路内の細胞に底

面から超音波振動を印加することで，剥離でき

ることが確認できた。しかし，細胞を剥離する

際に，マイクロ流路の入り口付近に接着してい

た細胞が剥離したときに，測定しているマイク

ロ流路中心付近に存在する細胞と接触すること

で，剥離が誘発される様子も確認された。加え

て，送液する際に空気のバブルが入り込むこと

でも細胞の剥離が誘発されてしまうことも確認

した。これらのことから，剥離した細胞により

測定する細胞の接着力を阻害することがないよ

うにマイクロ流路の構造や送液条件を変更する

必要がある。また，バブルが入り込まないよう

に培養液を PBS に置換する際には，三方活栓

など送液する溶液を切り替えることが必要であ

ると考えられる。これらの改善を行うことで，

本デバイスを使用した細胞接着力の測定が可能

となると考えられる。

[今後の研究の方向，課題］

装置についての改善点などは，上記したよう

な点が考えられるが，本研究で細胞剥離システ

ムが開発されたことで，細胞接着に関係する

様々な現象について言及することが可能になる

と考えられる。その一つとしてがん細胞の転移

にともなう細胞の接着性の評価がある。これは，

例えば細胞の周期 (分裂期と間期) の間での細

胞接着性の違いや細胞種ごとの接着性の違いが

ある。細胞は一般的に分裂期にさしかかると細

胞の形態が変化し，基材への細胞接着面積が大

きく低減する。また，細胞種が異なることはが

ん化した部位による転移リスクについて検討す

ることが可能になる。

加えて，細胞の接着力の特性の詳細も調べる

ことが可能となる。例えば，細胞が剥離するた

めに必要な力の半分の力を細胞に印加した後に，

再度細胞を培養した場合に，その接着性はその
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図 4 シリンジポンプにより送液したマイクロ流路細胞剥離システム

図 5 超音波振動による細胞剥離 (A) 前 (B) 後の様子
(印加電圧 0 V，100 V.)



後は復元するのか，それとも維持されているの

か。また，復元に要する時間はどれだけ必要か

などの接着特性についての詳細な議論を行うこ

とができる。

以上のことを解決することができれば，従来，

測定することが困難であった細胞の接着力とい

う機械的特性を明らかにし，細胞の状態を定量

的に測定することが可能となる。これにより，

治療に用いる細胞の活性をラベリングせずに非

接触で調べることや，がん細胞の転移メカニズ

ムについての知見から新たな分子標的治療薬の

創製が期待できる。
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