
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23 年 5 月 27 日現在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究成果の概要（和文）：炭素負イオンを高分子材料にパターン注入することにより、ラット骨

髄由来の間葉系幹細胞を注入パターンに沿った自発的な配列接着を形成した。また、パターン

配列を保持したままで神経細胞や骨芽細胞に分化することに成功した。パターン幅を狭くする

ことにより、細胞体形状の伸長方法や細胞核の長軸方向を配列することができた。また、ポリ

乳酸に炭素や酸素負イオンを注入することにより、細胞が接着した細胞シートや細胞ストリン

グを形成した。更に、ガラス上でもプラズマ処理と負イオンパターン注入処理により、幹細胞

の配列接着を実現した。 

 

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells (MSC) derived from bone-mallow of rat showed 
their self-aligned adhesion on polymer surfaces along the modified line-region in which 
carbon negative-ions were implanted through line-pattern mask for improving 
hydrophilicity. Besides, the adhered cells were differentiated into nerve cells and 
osteoblast cells with holding their adhesion pattern. By narrowing the width of the line 
pattern, the orientation of MSC cell body and nuclei were controlled to along with the 
long direction of the line pattern of the ion implantation. Cell sheet and string were 
formed by using C and O negative ion implantation into poly-lactic acid. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究担当者らは、これまで負イオンを
高分子材料に注入することにより、細胞接着
性が向上することを見出しており、血管内皮
細胞や神経様細胞の PC-12h 細胞、更には間
葉系幹細胞の接着性向上を確かめている。 

(2) 神経再生用シリコーンガイドチューブ
の内壁に炭素負イオン注入を行うことによ
り、ラット坐骨神経の再生が未注入材料に比
べて、150％と優れており、生体内部でも安
定かつ正常に利用できることを証明した。 
(3) その過程で、狭い線幅で負イオンを注入
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した場合、注入長手方向に細胞体が伸展する
ことを見出した。 
 
２．研究の目的 
(1) 各種高分子材料に負イオンパターン注
入を行い、間葉系幹細胞のパターン接着を形
成する。そして、神経細胞への分化を誘導し、
人為的な神経回路網を形成する。 
(2) 負イオンのパターン注入に於いて、ライ
ンパターンの線幅と細胞体や細胞核の配向
性を調べて、細胞の配向性の制御技術を開発
する。 
(3) 負イオン注入パターンで接着した細胞
を剥離して、細胞チップとして細胞シートや
細胞ストリングを得る。 
 
３．研究の方法 
(1) ポリスチレン、シリコーンラバー、テフ
ロンシート、ポリ乳酸などの高分子材料に炭
素負イオンを注入する。注入エネルギーは5- 
30 keV, 注入量は 1x1013 – 1x1016 ions/cm2

とした。表面物性評価用にはマスク無しで注
入し、細胞培養用には幅 50μmで長さ 5mm の
ラインが多数あるマイクロパターンマスク
を介して注入した。 
 
(2) 表面物性評価では、注入した面の濡れ性
として水中における水の接触角を気泡法で
測定した。また、親水化の要因を X線誘起光
電子分光により導入官能基を測定した。 
 
(3) 負イオン注入した試料を滅菌して、その
上でラット骨髄の間葉系幹細胞を播種し、有
血清培地を加えてインキベータで培養した。 
そして、培養 1日、3日後に、培養細胞の状
態を位相差顕微鏡で観察して、パターン接着
特性や配向性を測定した。 
 
(4) 神経細胞への分化誘導は、βメルカプト
エタノールを刺激剤とした方法を用い、分化
後の様子を位相差顕微鏡で観察した。分化結
果は神経特異エノラーゼの検出で行った。 
 
(5) 細胞核は、蛍光抗体法で DAPI 染色を行
い、蛍光顕微鏡で観測して測定した。 
 
(6) 細胞チップ作製では、種々の条件で負イ
オン注入を行ったテフロンやポリ乳酸から
細胞チップやストリングの摘出を試みた。 
a 
４．研究成果 
(1) 負イオン注入による親水性向上 

炭素負イオンを注入したポリスチレン、シリコ
ーン、テフロンはいずれも水の接触角が未注入
に比べて大きく低下し、親水性化を示した。接触
角では、ポリスチレンは 86°から 66°、シリコー
ンは 90°から 54°、テフロンでは 90°から 64°

と低下した。この親水化は表面に酸素の有極性
官能基が導入されたためであることが XPS 分析
から判明した。親水化の注入条件は 10 keV, 
1-3 x 1015 ions/cm2 が最適であった。また、培地
に浸漬した注入試料ではタンパク質の吸着が増
加していることも XPS N1s 面分析で判明した。 
 
(2) 間葉系幹細胞のパター接着 

幅 50μm のラインパターンで炭素負イオンを
注入したポリスチレンやシリコーン、テフロンでは、
間葉系幹細胞は注入領域に選択的、自発的に
接着した。また、注入長手方向への配向性を示
した。図 1 と図２にシリコーンおよびテフロン上で
培養した接着間葉系幹細胞の例を示す。 

図１ 炭素負イオンパターン注入シリコーン 
上での間葉系幹細胞の培養結果 

 
図２ 炭素負イオンパターン注入テフロン

上で培養した接着間葉系幹細胞の細胞核 
 
(3) パターン配列接着した間葉系幹細胞の分化 

50μm 幅のラインパターンで配列接着した間
葉系幹細胞を分化誘導した。ポリスチレン上で
の分化前後の様子を図３(a)と(b)に示す。 

図３ ポリスチレン上で配列接着した 
間葉系幹細胞の分化前(a)と分化後(b) 
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分化前ではアメーバ状携帯の細胞体は注入方
向に細長く伸展していたが、分化後は、丸い細
胞体と細長いフィラメントの形態でニューロンに
似た形となった。分化後に蛍光抗体法で神経特
異エノラーゼ NSE の検出を行った。一例を図４
に示す。NSE は細胞体や補足伸展したフィラメ
ント、つまり、細胞全体に NSE が発現しており、
分化細胞は神経細胞であることが判る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 神経特異エノラーゼの検出 
 
（4） 単一細胞の接着制御 

パターン幅を 50μm から狭くした場合の接着
を調べた。図５に用いたパターンマスクを、また
最も細い注入部分に接着した間葉系幹細胞の
写真を図６に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ 楔形状の注入マスク 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ 最先端に接着した間葉系幹細胞 
 
細胞体は 1μm 以下の最も狭い線幅領域まで伸
展しているが、細胞核は線幅 3μm で接着して

いることが判る。これよりも広い幅のパターンで
は複数個の細胞がほぼ同じ部位に接着してい
た。図７にパターン幅による接着細胞のヒストグ
ラムを示す。１個の細胞接着は 3μm からあるが、
適した注入線幅は 8μm と言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ 注入線幅と接着した細胞数の関係 

 
(5) 細胞体と細胞核の配向性制御 

細胞体が注入ラインに沿って細長く伸展し、
配向性を示すことは50μm幅でもあきらかである
ことは図１、図２，図４，図６から判る。 

種々の線幅注入における細胞核を図８に示
す。線幅が狭くなると、楕円形の細胞核は注入
方向にその長軸を配向させていることが判る。 
また、長軸とライン長手方向との角度を測定して、
10°以下の細胞数を評価した表１に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図８ 各種の線幅における細胞核の様子 
 

  表１ 細胞核が成す角度が 10°以下の 
細胞数と線幅の関係 
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線幅が 10μm 以下の領域では 80％以上の細胞
が細胞核の方向を揃えており、配向性制御がで
きることが判る。 
 
（6） 細胞チップの形成 

ポリ乳酸に幅 50μm のラインパターンで炭素
負イオンを 15 keV で注入し、間葉系幹細胞を培
養した結果を図９に示す。培養１日目から細胞
が接着した注入部分が剥離し始めた。2mm 四方
の格子パターンで注入した結果を図 10に示す。
そして、摘出した太さが 0.3 mm 程度で長さ 5 mm
の細胞ストリングを図１１に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図９ 幅 50μm の細胞が接着したポリ乳酸 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１０ 正方形に細胞が接着したポリ乳酸片 
 
 
 
 
 
 

 

 

図１１ 摘出した細胞ストリング 

 
なお、テフロンへの注入条件を変えて行った

細胞剥離試験では、細胞はバラバラになり、細
胞集合体として剥離することは出来なかった 
 以上、ポリ乳酸に酸素負イオンを注入しても同
様な細胞接着した細胞チップの取り出しができ
ることが判明した。 
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