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研究成果の概要（和文）： 本研究では、MEMS 技術を駆使して幹細胞の分化誘導を目指したリ

アルタイム機械刺激応答評価マイクロデバイスを構築した。まず、デバイスの設計や製作条件、

プロセス条件などを確立し、提案したデバイスが製作可能であることを実証した。また、製作

したデバイスの駆動特性を評価した。さらに、製作したデバイス上に実際に細胞を培養し、細

胞に対して動的に機械刺激を与えた際の細胞の変形挙動や細胞内カルシウムイオン濃度の変化

の様子をリアルタイムで観察した。また、刺激を受けた細胞の細胞内ひずみ分布を FEM 解析に

より評価した。 

研究成果の概要（英文）： A real-time mechanical stimulus response evaluation microdevice 
for differentiation induction of stem cells was fabricated using MEMS technology. The 
device design, fabrication conditions, and process conditions were determined, and the 
validity of proposed design and fabrication process of the microdevice was proved. Also, 
the drive performance of the fabricated microdevice was evaluated. Moreover, deformation 
behavior and intracellular calcium concentration change of cells to receive the 
mechanical stimuli on the fabricated microdevice were observed in real time.
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１．研究開始当初の背景
 iPS 細胞などの多分化能を有する幹細胞を
目的の細胞（例えば、神経細胞、肝細胞、骨
細胞など）へと分化誘導する技術の開発は、
再生医療における重要な課題である。幹細胞
の分化は細胞が外部から受ける刺激のタイ
ミングや大きさなど細胞が生存する環境に
大きく依存すると言われている。しかし、現
在は細胞生存環境を制御して幹細胞を特定
の細胞へと分化誘導する技術は確立されて

おらず、幹細胞が特定の機能を持つ細胞へと
分化する詳細なメカニズムは明らかにされ
ていない。 
一方、細胞生物学やバイオメカニクスの分

野においては、生体内で細胞が受ける様々な
機械的刺激に対する細胞の反応や応答挙動
を解析し、細胞の力学刺激受容機構や情報伝
達機構を解明することの重要度が増してお
り研究が盛んに行われている。したがって、
マイクロマシン技術を駆使して細胞の生存
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環境を人工的に制御することができるデバ
イスを構築し、刺激に対する細胞応答をその
場かつリアルタイムで観察することができ
れば、幹細胞を特定の機能を有する細胞へと
分化誘導する技術や細胞の力学刺激受容機
構を解明するツールになり得る。

２．研究の目的
 本研究では、機械刺激により幹細胞の分化
を誘導する技術の確立を目指し、マイクロマ
シン技術を駆使して細胞への機械刺激を動
的に制御できると共に、刺激に対する細胞応
答をリアルタイムで観察評価することが可
能なマイクロデバイスを構築する。具体的に
は、まずは、フォトリソグラフィによる製作
条件やプロセス条件の最適条件を求め、デバ
イス設計や製作条件、プロセス条件の最適化
を図る。これにより、デバイスを完成させる
ための各種条件や技術を確立する。そして、
製作したデバイスの動作実験を行い、機械刺
激を行うための機構の有効性を検証する。さ
らに、製作したデバイス上に実際に細胞を培
養し機械刺激を与え、刺激を受けた細胞の形
態や細胞内カルシウムイオン濃度のリアル
タイム観察を行う。また、刺激を受ける細胞
内に生じるひずみ分布をFEM解析により求め、
刺激応答に関する定量的な評価につなげる。 

３．研究の方法
 まず、細胞に対して動的な機械刺激を与え
ることができ、その刺激に対する細胞の応答
をリアルタイムで評価することが可能なマ
イクロデバイスを構築する（図 1）。本デバイ
スは、細胞培養チャンバ、マイクロ流路、細
胞刺激用ダイアフラムから成る 1層目と、細
胞導入ポートと圧力導入ポート、ガスケット
から成る 2 層目で構成する（図 1(a、b)）。
これら 2 層は自己接着性を持つ PDMS の構造
体であり、2 層の積層によりデバイスを製作
する。細胞刺激用ダイアフラムは細胞培養チ
ャンバの真上に製作されているため、圧力導
入ポートから任意の圧力を印加し、ダイアフ
ラムをたわませることによって各チャンバ
に培養された細胞を直接圧縮し機械的刺激
を与えることができる（図 1(c)）。デバイス
上で培養・刺激された細胞をリアルタイムか
つその場で高倍率観察・評価するために、顕
微鏡上での細胞観察に用いられるカバーガ
ラス上にデバイスを構築する。図 2に細胞に
圧縮刺激を与える際の動作原理を示す。細胞
はマイクロ流路を通ってチャンバ内に導入
される。細胞の導入後、空気圧または静水圧
により培養チャンバ上面のダイアフラムを
たわませることによって、そのダイアフラム
で細胞を直接圧縮し刺激を与える。細胞に与
えられる圧縮刺激はダイアフラムの変形量
を調整することによって動的に制御するこ 

図 1 リアルタイム機械刺激応答評価 

マイクロデバイス

図 2 細胞への機械刺激の動作原理

とができる。 
 本研究では、このデバイスを製作するプロ 
セスを確立する。次に、デバイスの基本特性
を評価するために、静水圧を用いてダイアフ
ラムに圧力を印加することによってダイア
フラムを変形させた際の印加圧力に対する
ダイアフラムの変形量を計測する。そして、



製作したデバイス上に実際に細胞を培養し、
機械刺激を与え、刺激中の細胞をリアルタイ
ムで観察することが可能であることを実証
する。また、細胞を蛍光染色し機械刺激を与
えることによって、機械刺激を受ける細胞の
細胞内カルシウムイオン濃度の動態を評価
するとともに FEM解析により細胞内ひずみ分
布を求め細胞内に生じるひずみ量を定量的
に評価し実験結果との比較検討を行う。 

４．研究成果 
（１）デバイスの製作プロセス 
 多重露光による微小立体構造製作プロセ
スを用いた厚膜フォトレジストのフォトリ
ソグラフィによる鋳型製作と PDMS のモール
ディング、PDMS 構造体の積層により、リアル
タイム機械刺激応答評価マイクロデバイス
を構築した（図 3）。構築したデバイスの各寸
法を計測した結果、マイクロ流路の幅は 200 
μm 、深さは 50 μm、培養チャンバの直径は 
1 mm、深さは 150 μm、細胞に圧縮刺激を与
えるためのダイアフラムは培養チャンバと
同じ直径 1 mm、厚さは 10 μm であり、設計
通りのデバイスを製作することができた。 

（２）デバイスの基本特性評価 
 図 3（a）のデバイスに静水圧によって圧力
を印加し、デバイスの基本特性を評価した。
ダイアフラムに与える圧力を正負などの
様々な圧力に調整した結果、ダイアフラムの
変位量は印加される圧力に応じて素早く変
形することがわかった。図 4は、ダイアフラ
ムに圧力を印加した際のダイアフラムの変
位量を示したものである。この図から、ダイ
アフラムの変位量は印加圧力の増加に伴い
ほぼ線形的に増加することがわかり、印加す
る圧力によって細胞への刺激強度を制御で
きることがわかった。これらの結果より、本
デバイスは圧力の印加に応じて操作性良く
ダイアフラムの変位量を制御することが可
能であることが証明でき、静的圧縮刺激だけ
ではなく、繰り返しの動的刺激にも適用でき
ることを示した。

（３）細胞の機械刺激応答評価 
 製作したデバイスのチャンバ内にマウス
骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1）を播種し、播種
した細胞に対して圧縮刺激を与えた。この際
の細胞の変形の様子を観察した。その結果、
圧力を徐々に印加すると圧力の増加に伴っ
てダイアフラムが培養面に向かって変形し、
ダイアフラムの変形量に応じて細胞が徐々
に圧縮され刺激を受ける様子をリアルタイ
ムかつその場で観察することができた（図 5）。 
 次に、細胞内カルシウムイオン濃度の変化
を観察するために蛍光試薬（Fluo-3 AM）で
細胞を染色し、染色された細胞に圧縮刺激を 

図 3 製作したリアルタイム機械刺激応答 

評価マイクロデバイス

図 4 印加圧力とダイアフラム変位量の関係

与えることによって、細胞内カルシウム応答
を観察した。細胞が刺激を受ける直前の位相
差観察像を図 6(a)に示し、刺激を受けた直後
の位相差観察像を図 6(b)に示す。また、それ
ぞれの細胞内カルシウムイオンの蛍光観察
像を図 6(c)と図 6(d)に、蛍光強度をそれぞ
れ図 6 (e)と図 6 (f)に示す。細胞の細胞内
カルシウムイオン濃度は圧縮刺激を受けた
直後に急激に上昇し蛍光強度が高くなった。
取得した蛍光像を 2値化し、0～255 までのグ
レースケールの階調で計測した結果、刺激直
前の蛍光強度に比べて刺激直後の蛍光強度
は約 2倍になったことがわかった。このよう
に、構築したデバイスを用いることによって
刺激に対する細胞の初期応答を観察するこ
とに成功した。一方で、本実験では、細胞内
カルシウム応答の起点となる部位の観察に
は至っていない。この理由として、観察倍率
が低い点と観察画像の時間分解能が低い点
が挙げられる。観察倍率については、本デバ
イス上では厚さ 0.12～0.17 mm のカバーガラ
ス上で細胞を培養しており 60 倍や 100 倍の 



図 5 動的圧縮刺激による細胞の変形

図 6 圧縮刺激に対する単一細胞の応答評価

油浸レンズを使用することが可能であるた
め、これらのレンズを使用することによって
解決可能である。また、取得画像の時間分解
能についても実験で使用するカメラの問題
であり、時間分解能の高いカメラを使用する
ことによりカルシウム応答の起点を観察す
ることが可能であると考えられる。 

（４）細胞内ひずみ分布の FEM 解析 
圧縮刺激を受けた細胞の内部に生じるひ

ずみ分布を定量化するために、FEM 解析ソフ
ト（ANSYS Ver.14.0）を用いて解析を行った
（図 7）。細胞のヤング率を 4.2 kPa、PDMS の
ヤング率を 3.23 MPa、ガラスのヤング率を
66 GPa として解析を行った。拘束条件は、ガ
ラス基板をx、z方向に対して完全固定とし、
PDMS ダイアフラムを x 方向のみ固定とした。
また、細胞と PDMS ダイアフラム、細胞とガ

ラス基板との各接触点もx方向のみ固定とし
た。解析モデルは軸対称モデルであり、超弾
性接触解析を行った。また、PDMS ダイアフラ
ムが細胞に対して充分に大きい事を考慮し
てダイアフラムを平板とみなしモデル化し
た。図 8の解析結果に示すように、圧縮刺激
を受ける細胞の内部では、細胞の中心部分が
最も大きなひずみを受け、本解析条件下では
約 55％のひずみを受けることがわかった。ま
た、x 方向と z 方向共にひずみが最大となる
中心部から、細胞の外周に近づくにつれてひ
ずみが小さくなるような分布であることも
わかった。図 6(f)の結果と照らし合わせると、
細胞中心部の蛍光強度が最も高く、最も大き
な刺激を受けていることが推測されること
から、FEM 解析と実験結果との間に相関が取
れていることを実証できた。このように、構
築したデバイスを用いたリアルタイム観察
と FEM 解析とを併用することによって、圧縮
刺激を受けた細胞の内部に生じるひずみ量
を定量的に表すことができた。また、細胞内
部のひずみ分布も視覚化することができる
ため、刺激に対する細胞応答発生部位や発生
した応答の伝播経路の特定など、細胞のバイ
オメカニクスを評価・解明する手法としての
有用性を示すことができた。 

図 7 有限要素法解析の解析モデル

図 8 FEM 解析による細胞内ひずみ分布



本研究により構築したマイクロデバイス
を用いることによって動的な圧縮刺激に対
する細胞応答をリアルタイムで評価するこ
とが可能であり、実験による評価と FEM 解析
とを併用することによって細胞の力学刺激
受容機構の解明や細胞内情報伝達経路の解
明に応用可能であることが示唆された。また、
本デバイスは、外部刺激による幹細胞の分化
誘導技術の開発にも寄与できるものと考え
られる。 
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