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研究成果の概要（和文）：　分化能を含めた MSC の機能と足場環境との関係は徐々に明らかとなりつつある
が、未だ外部刺激と分化機構に関する知見は不足している状況にある。このような背景のもと、本研究では、細
胞に対して様々な物理刺激を与えることができる新規デバイスの作製を試みることを目的とした。
　細胞に物理刺激を加えるための新しい誘電泳動用(DEP)電極デバイスを作製することに成功した。同デバイス
で周波数を変化させながら誘電泳動を生じさせることで、様々な力学的刺激を細胞に与えることができる。本デ
バイスによる物理刺激で間葉系細胞株(UE7T-13)の分化関連遺伝子発現量が大きく変化するという大変興味深い
現象を見出した。

研究成果の概要（英文）：  Although mechanical stimulation to the cells is recognized as an important
 factor to control cellular functions, conventional methods for cell stimulation are difficult to 
control the intensity and timing of mechanical stimulation with simple procedures and equipment.
  In this study, we investigated the effect of positive dielectrophoresis (DEP) on gene expression 
in mesenchymal stem cells. When applying the alternating current voltage, human bone marrow derived 
mesenchymal stem cells (UE7T-13) exhibited positive DEP and were compressed onto the electrode 
surface. Constructed device can easily control the DEP force to the cells by changing frequency. 
Interestingly, gene expressions of cell differentiation marker in UE7T-13 cells and mechanical 
stimulation-susceptible one were changed by applying positive DEP. These results suggested that gene
 expression in mesenchymal stem cells can be regulated by applying mechanical stimulation derived 
from DEP.

研究分野： バイオ分析

キーワード： 細胞分析　誘電泳動　幹細胞　メカノバイオロジー

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
間葉系幹細胞 (MSC: Mesenchymal Stem 

Cell) は、今から約 40 年前に骨髄液から発見
され、同じく幹細胞である受精卵由来の ES 
細胞や、人工多能性幹細胞の iPS 細胞より
も歴史が古く、臨床応用が進んでいるもう一
つの幹細胞である。ヒトの体の中に存在する
いわゆる天然の幹細胞であるため、安全性の
高い再生医療用細胞資源であることから、
MSC の分化能を ES 細胞や iPS 細胞のレ
ベルまで改善することができれば、同幹細胞
らを超えた重要な幹細胞ソースになりうる。 

 
２．研究の目的 
分化能を含めた MSC の機能と足場環境

との関係は徐々に明らかとなりつつあるが、
未だ外部刺激と分化機構に関する知見は不
足している状況にある。このような背景のも
と、本研究では、細胞に対して様々な物理刺
激を与えることができる新規デバイスの作
製を試みることを目的とした。細胞に対して
物理刺激を発生させる原理として、細胞の誘
電泳動現象を利用することを着想し、細胞に
任意の強さの物理刺激を加えることのでき
る電極デバイスを考案した。誘電泳動による
細胞操作は、細胞に様々な強さ、時間および
タイミングの力学的刺激を与えることので
きる自由度の高い手法である。このようなデ
バイスを用いて力学的刺激と細胞機能の間
の関係性が明らかとなれば、生命科学分野に
おける MSC の基礎研究のみならず、再生医
療分野における応用研究など幅広い分野に
対して大きな波及効果が期待できる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、細胞に任意の物理刺激を精度
良く与えるための誘電泳動用電極デバイス
のプロトタイプの作製と、ヒト骨髄由来間葉
系幹細胞株 UE7T-13 などを用いて同デバイ
スの機能評価を行った。 
 
４．研究成果 
 まず、既に他のグループによって誘電泳動
が報告されていたヒト骨髄性白血病細胞株 
HL-60 を、構築したデバイス流路内に流し込
み、誘電泳動前後における泳動挙動を確認し
た。図 1 に HL-60 の正の誘電泳動および負
の誘電泳動の結果を示す。新規に設計した電
極デバイスを用いた場合でも、周波数を変化
させることで同一溶媒中において正負逆の
誘電泳動を発現させることが可能であった。
同様に UE7T-13 の誘電泳動を行ったところ、
同様の現象が象が観測された。細胞の泳動挙
動は周波数以外に、細胞懸濁液の導電率、細
胞種、電極の設計の違いによって変化し、溶
媒の導電率が高い溶液では誘電泳動力が弱
くなった。正の誘電泳動では電極上に細胞が
押しつけられ、負の誘電泳動では電極間に細
胞が集積して細胞塊（スフェロイド）を形成
した。 

 

図１ HL40 の誘電泳動挙動 

上段： （a）正の誘電泳動前、（b）正の誘電泳動後 

下段： （c）負の誘電泳動前、（d）負の誘電泳動後 

図 2 UE7T-13 の誘電泳動挙動 

上段： （a）正の誘電泳動前、（b）正の誘電泳動後 

下段： （c）負の誘電泳動前、（d）負の誘電泳動後 

 

図 3 DEP 後の UE7T-13 の遺伝子発現量変化 

構築したデバイス内に、同じ時間（1 時間）誘電泳動無し

で静置サンプルをコントロールとして規格化 



誘電泳動による物理刺激が、UE7T-13 の遺
伝子発現に与える影響を調査するため、Real 
Time RT PCR を用いて正の誘電泳動後におけ
る遺伝子発現量の変化を測定した。図 3に示
すとおり、細胞が物理刺激を受けた際に発現
量が低下するとされている ADGRE5、骨芽細胞
分化マーカー RUNX2、脂肪細胞分化マーカー 
PPARγ の各種伝子の発現量が優位に低下す
るという結果が得られた。以上の結果から、
本デバイスを用いて MSC に物理刺激を与え
ることができること、さらに分化に関連する
遺伝子が変化することが明らかとなった。 
 
 本研究では、DEP による物理刺激を与える
際の細胞形態に着目し、マイクロパタン培養
皿を用いる均一な細胞凝集体の作製を試み
た。幹細胞の分化能は増殖因子に加え、細胞
密度や足場への接着状態など、細胞を取り巻
く様々な微小環境によって制御されている。
マイクロパタン培養皿は二次元培養におけ
る間葉系幹細胞（MSC）の接着状態を精密に
制御可能なデバイスとして、また MSC のス
フェロイドを形成させるための機能性三次
元培養皿として利用されてきた。本研究では、
MSC の培養形態を二次元系から蓄積レベル
が異なる複数の三次元系まで連続的に変化
させるデバイスとしてマイクロパタン培養
皿を利用することを着想し、三次元細胞蓄積
レベルの変化が脂肪幹細胞（ADSC）の分化能
に及ぼす影響を評価した（図４）。 
 

 

核及び細胞質の染色により、播種細胞数の
増加に伴ってマイクロドメイン上で細胞が
積層している様子が確認された。さらに共焦
点レーザー顕微鏡を用いた三次元像構築に
より、マイクロパタン培養皿において、最小 
10 μm から最大 72 μm まで幅広い蓄積レ
ベルの細胞凝集体が形成していることが明
らかとなった（図５）。 
 大変興味深いことに、分化誘導因子を添加
してないにも関わらず、三次元細胞蓄積量の
増加に比例して骨芽分化マーカー遺伝子で
ある RUNX2 及び ALP の発現量が有意に上昇し
た。一方で脂肪分化マーカー遺伝子である

PPARγの発現量は変化せず、C/EBPαの発現
量は顕著に減少していた（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
細胞凝集体にDEP刺激を与えた際の実験は

現在も継続中である。 
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図４ マイクロパタン培養皿を用いる細胞凝
集体の作製 

図５ 間葉系幹細胞のマイクロパタン上にお
ける二次元培養状態から三次元培養状態への
変化 
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図６ 間葉系幹細胞のマイクロパタン培養皿
上における骨芽関連遺伝子（RUNX2, ALP）、
脂肪関連遺伝子（PPARγ, C/EBPα）の発
現量と培養形態の依存性 
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