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研究成果の概要（和文）： 
iPS 細胞の機能制御のため、カーボンナノチューブ（CNT）電極を持ったチャンバーを作製した。
CNT コートは種類やコート量を制御することにより iPS 細胞の未分化培養ができる可能性が示
された。インクジェットプリンターで CNT インクを使い繰り返しパターンを印刷することによ
り、十分な導電性を持った CNT 電極パターンを作製できた。得られた CNT 電極により誘電泳動
を利用して iPS 細胞の配列が可能となった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
For control of functions of iPS cells, chamber with carbon nanotubes (CNTs) electrode 
was prepared. CNT electrode could maintain undifferentiated state of mouse iPS cells by 
adjustment of coating and type of CNTs. Patterns of CNT electrode could be printed 
repeatedly with ink jet printer using CNT inks. The patterns of CNT electrode enabled 
an arrangement of mouse iPS cells by technique of dielectrophoresis. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)研究経緯として、海外研究動向およびカ
ーボンナノチューブ（CNT）の生体親和性 
CNT は日本にて発見された材料であるにも関
わらず、近年、バイオ分野での応用研究は海
外を中心として展開されつつあり、日本での
早急なバイオ分野の研究開発・製品化が必要
である。一方で、再生医療分野では、重大問
題としてコスト問題が挙げられ、増殖効率の

高い培養器材や新しい機構を持つ培養器材
の開発が求められている。申請者の研究グル
ープでは、[CNT の生体親和性（毒性）につい
て]マイクロ・ナノ微粒子の毒性に関する研
究  (Sato et al, Molecular Biosystems, 
2005)、（A.Yokoyama, et al., Nano Lett, 
2005.）(厚労科 研萌芽的先端医療 H14-16、
化学物質リスク H18-20）により、CNT に関し
て世界に先駆け急性毒性が低い材料である
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ことを見出し、むしろ生体親和性がよいこと
を発見している。 
 
(2)カーボンナノチューブ（CNT）透明導電性
薄膜上での細胞培養からの着想：申請者が開
発したカーボンナノチューブ(CNT)コートデ
ィッシュは、高い生体親和性と高い透明導電
性特性を併せ持ち、(1)高い細胞回収率、(2)
付着免疫細胞や骨芽細胞など特殊な培養特
性、(3)iPS 細胞のフィーダーレスな未分化培
養が可能であるなど興味深い培養特性を示
す（Akasaka, MSE(C) 2009）。さらに、CNT コ
ートディッシュは導電性が高いため、細胞に
対する電気泳動、電気刺激、誘電泳動、細胞
センサー、遺伝子導入などの電気的操作が可
能で、いくつかに対しては基礎データもすで
に取得しているところまで来ている(H20 JST
顕在化ステージ)。CNT の持つ血清成分の選択
的吸着、ナノレベルの凹凸、マイルドな微刺
激、強い吸着性、炭素によるナノ電気伝導性
構造が、これらの特徴的な機能を引き出して
いるメカニズムと考えられる。CNT が発現す
るこれらの機能（生体親和性と電気伝導性）
は、他の生体材料や金属では見られない優位
な特性であり、CNT を細胞と機器のインター
フェイスに用いる電気的バイオ用途に最適
な性質である。 
 
(3)電気伝導性を持つシリコーンチャンバー
からの着想：申請者は、新たな組織再建材料
として柔軟性および生体適合性が高いシリ
コーンに、カーボンナノチューブを固定する
ことにより細胞接着性および電気伝導性が
向上することを見出している。この成果を基
にすれば様々な培養容器への応用が可能と
なり、電気刺激および伸展刺激が同時に可能
なシリコーンチャンバーの作製が可能と考
えられる。(Matsuoka, Akasaka, BMME,2009) 
 
２．研究の目的 
将来的目標は、iPS 細胞からの歯牙再生を

行うことにある。そのための初期課題として
は、iPS 細胞の未分化培養技術・細胞回収技
術・分化制御技術などの基盤培養技術の発展
が欠かせない。本研究では、申請者が発見し
たカーボンナノチューブ（CNT）の持つ生体
親和性・電気伝導性・iPS 未分化培養能を利
用し、①CNT コート電極チャンバー作製、②
iPS 細胞の未分化培養法検討、③iPS 細胞の
電気的な細胞回収・分化制御・機能センサー
検討により、１つの容器内で iPS 細胞の様々
な制御が可能な CNT コート細胞培養基材の開
発を目指す。この課題が達成できれば、誰で
も簡単に iPS 細胞の機能制御が可能になると
ともに、続く、歯牙幹細胞などへの分化・歯
牙再生へ近づくと考えられ、学術的価値も高
い。 

 
３．研究の方法 
(1)シリコーンモールドによる CNT 電極の作
製: 
CNC フライス盤にて削り出し、アルリル板

にパターンを形成した。得られたアクリル板
に PDMS を流し込み加熱重合することにより
パターン化したシリコーンモールドを作製
した。次に、得られたシリコーンモールドを
スライドガラス上へ貼り付けた。形成された
パターンへ CNT 分散液を滴下し、乾燥させる
ことにより CNT 電極パターンを得た。別に作
製したシリコーンチャンバーを装着し、CNT
電極チャンバーとした。 
 

(2-1) CNT 薄膜上での細胞毒性試験： 
ポリスチレンディッシュ上に CNT 薄膜を作

製し、UV 滅菌を行った。略語は以下の通りで
ある。NormalPS(無修飾ポリスチレン)、
SWCNT0.5(SWCNT コ ー ト 0.5 μ g/cm2) 、
MWCNT0.5(MWCNT コ ー ト 0.5 μ g/cm2) 、
MWCNT5(MWCNT コート 5μg/cm2)、Culture 
PS(細胞培養用ポリスチレン)。RAW264.7 細胞
は、Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM)に 10%FBS と 1%抗菌剤を添加し 37℃に
て 5%CO2環境下で培養した。RAW264.7 細胞を
5000 個/cm2となるように播種し、３日間培養
した。TNF-αの産生量の測定は ELISA により
行い、TetraColor One による細胞量測定の値
から補正した。 
 
(2-2) CNT 膜による iPS 細胞の未分化培養： 
ポリスチレンディッシュ上に CNT 薄膜を作製
し、UV 滅菌を行った。マウス iPS 細胞
（ iPS-MEF-Ng-20D-17, 理研）を DMEM に
15%FBS, 0.1mM NEAA, 0.1mM 
2-Mercaptoethanol, 1000 U/ml mouse LIF を
添加した培地にて 5%CO2 条件下、37℃にて細
胞培養を行った。iPS 細胞は購入した状態か
ら１継代の細胞を使用し、培地交換は毎日行
った。５日間培養後、常法によるギムザ染色
を行い、iPS 細胞のコロニー形態を観察した。 
 
(3)パターニングした CNT 電極による細胞集
積： 
CNT 電極を持ったシリコーンチャンバーに、
線材を用いて交流刺激装置（ファンクション
ジェネレーター）に接続した。別に、マウス
iPS 細胞（iPS-MEF-Ng-20D-17, 理研）を DMEM
に 15%FBS, 0.1mM NEAA, 0.1mM 
2-Mercaptoethanol, 1000 U/ml mouse LIF を
添加した培地にて 5%CO2 条件下、37℃にて細
胞培養を行った。その後、ピペッティングに
より回収し、誘電泳動バッファーに分散させ
た。この溶液を、シリコーンチャンバーに加
え、周波数を 3～10MHz として、光学顕微鏡
下、細胞の集積状態を観察した。 



 
(4)より複雑な CNT 電極の作製 
(4-1)スクリーン印刷： 
OHP フィルムにプリンターで電極パターンを
印刷した。その後、シルクスクリーンに OHP
フィルムを接触させ、感光・水洗することに
より、シルクスクリーン電極パターンを作製
した。そこに、CNT ペーストを載せ、刷毛で
伸ばすことにより印刷を行った。 
 
(4-2)金属マスクによる印刷： 
200μドットパターンを持った市販のエッチ
ングメッシュ(金属マスク)を紙の上に載せ
た。そして、情報から CNT 分散液を少しずつ
スプレーし、乾燥させることにより、CNT パ
ターンを印刷した。 
 
(4-3)インクジェット印刷： 
市販インクジェットのインクタンクの中身
を洗浄し、代わりに CNT 分散液に入れ替えた。
インクジェットプリンターの設定を、濃く印
刷する設定として、紙に印刷した。印刷され
た紙を再びプリンターにセットし、印刷を繰
り返した。20 回程度、印刷を繰り返すことに
より、CNT 電極パターンを得た。 
 
４．研究成果 

(1)シリコーンモールドによるCNT電極の作製

: 

はじめにシリコーンゴムを用いてマスクを

作製し、CNT分散液を塗布し乾燥させる方法に

てパターニングを検討した。その結果（図１

）、CNTコートによるパターン化においては、

電極間距離が200μm～1mm櫛形電極の透明導

電性薄膜作製を達成できた。その際には、一

回のCNT分散液の乾燥工程で、比較的、濃い電

極パターン形状が得られ十分な電気伝導度が

得られることが分かった。また、一方で、シ

リコーンゴムの柔軟性が問題となる場面もあ

り、薄い壁構造による倒壊やスライドガラス

板からの剥離などの問題もあった。このこと

は作製できる形状に制限があることを示して

いる。さらに、CNT電極印刷済みガラス基板と

シリコーンチャンバー壁の強固な固着のため

、プラズマ処理を検討した。その結果、容易

に固着できることが判明した。 

 

 
図１ シリコーンモールドによるCNT電極のプ

リント 

(a)平行型CNT電極パターン、(b)くし型CNT電

極パターン、(c)平行型電極チャンバー、(d)

くし型CNT電極チャンバー 

 

以上の結果より、CNT電極の形状には制限が

あるもののセンサーや刺激装置など目的に応

じた装置（チャンバー）作製が可能となった

。 

 

(2-1) CNT薄膜上での細胞毒性試験： 

 CNT電極の毒性試験を行うため、免疫系の細

胞であるマクロファージRAW264.7を用いて評

価した。その結果（図2-1）、CNT電極上での

TNF-αの産生量は、比較物質であるNormal PS

やCulture PSと同程度の低い産生量であった

。また、SWCNTおよびMWCNTは同程度の低さで

あることが分かった。一方、刺激することが

知られているLPSとの比較では、1/40倍程度の

低い値であった。このことより、CNT電極は、

急性毒性は示さないものと考えられる。 

 

 
図2-1 CNT薄膜上での細胞毒性試験 

 

(2-2)CNT膜によるiPS細胞の未分化培養： 

パターン化したCNT電極上にてiPS細胞の細

胞培養を行ったところ、現在のところ、未分

化度については未検討であるが良好な細胞増

殖が観察された。とくに、SWCNT電極よりも

MWCNT電極の方が、iPS細胞の付着量が多かっ

た。また、コート量が多いほど、iPS細胞の付

着量が多かった。マウスiPS細胞の未分化培養

においては、細胞培養用ディッシュよりも、

CNTコートディッシュの方がコロニーは丸く

成長することが分かった（図2-2）。このこと

は、iPS細胞培養の初期における未分化状態を

CNTコート量により調節することが可能であ

ることを意味しており、その後の分化誘導段

階を効率よく実行できる可能性を内包してい

る。 

以上より、CNTの種類の選択およびコート量

を調節することにより、未分化培養に有利な

条件を見出すことに成功した。 



 
図2-2 CNT薄膜上でのiPS細胞の未分化培養 

(a)細胞培養用ディッシュ上、(b)CNTディッシ

ュ上 

 
(3)パターニングしたCNT電極による細胞集積

: 

次に、交流電場による誘電泳動による細胞

回収・細胞集積を検討した。マウス由来のiPS

細胞において、最適な電極間距離および交流

電場条件を検討したところ、CNT電極間距離が

100μから1mm幅において電極間へのパールチ

ェイン構造を持った細胞集積が観察された（

図3）。また、CNTコート量が少ない透明電極

状態においても細胞の良好な細胞集積が達成

された。これにより100μ電極間隔ではあるが

ある程度の細胞パターンが可能となった。 

このことは、CNT電極のパターンを変えるこ

とにより、iPS細胞の集積・配列・選別等の細

胞操作（マニュピュレーション）が可能であ

ることを示している。 

 
Fig.3 CNT電極による細胞の誘電泳動の光学

顕微鏡写真 

(a)弱拡大、(b)強拡大 

 

(4)より複雑なCNT電極の作製 

(4-1) スクリーン印刷 

粘性のあるインクを印刷できるスクリーン

印刷でのパターニングを検討した。スクリー

ン印刷のパターン形状は、メッシュ構造の上

にパターンを形成するため比較的自由度が高

い。CNTインクの粘性を調整することにより

CNT電極の印刷は可能であった（図4-1）。ま

た、mmスケールのパターンや濃いCNT電極の作

製に向いていた。しかしながら、スクリーン

メッシュに依存するため、微細なパターンを

得るのが困難であることが分かった。 

 

 

Fig.4-1 スクリーン印刷によるCNT電極の印

刷 (a)スクリーン、(b)CNTインク塗布、(c)

スクリーン印刷、(d)CNT電極 

 

(4-2) 金属マスクによる印刷 

微細形状を持ったフォトマスクを用いて

CNT分散液の塗布によるパターン形成によっ

ても同様にCNT電極パターンが作製できるこ

とが分かった(図4-2)。200μmのドットは、き

れいに印刷でき、電気伝導性を持たせるため

には十分な濃度であった。フォトマスクの形

状は比較的自由度が高いが、パターンの中空

構造は不可能と考えられる。また、フォトマ

スクの汚れの問題もあり、繰り返し多くのCNT

パターンを印刷するのは効率が悪いことが推

測された。 

 

 
Fig.4-2 金属マスクによるCNT電極の印刷 

(a)印刷後のCNTドット、(b)CNTドットのSEM

像 

 

(4-3) インクジェット印刷 

次に、複雑な構造を持つCNT電極とチャンバ

ー作製を検討した。汎用のインクジェット小

型プリンターのインクタンクを改良し、単層

カーボンナノチューブ(SWCNT)および多層カ

ーボンナノチューブ(MWCNT)の分散液を加え、

印刷によるパターニングを検討した。その結

果、自由度の高いパターン形状が得られたが

、一回の印刷では薄く、好ましい電気伝導度

は得られなかった。しかしながら、繰り返し

印刷することにより、十分な電気伝導度が得

られることが分かった。これにより、自分で

設計したCNTパターンが、安価な機器により印

刷により自由度の高いパターニングができる

ようになった。 

 
Fig.4-3 インクジェットプリンターによる

CNT電極の印刷 



以上より、これらの成果により、CNTをパタ

ーン化した培養容器内でのiPS細胞の機能制

御も容易になると考えられる。 
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