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研究成果の概要（和文）：細胞サイズの微小孔を有するマイクロ電極を作製し，誘電泳動を利用して個々の細胞を捕捉
，輸送および排出することにより，目的位置に再配置した．この手法を複数細胞に繰り返して適用することにより，自
由度の高い細胞配列が可能となった．また，マイクロ電極を多孔質薄膜上で走査させることにより，薄膜表面に電極の
走査軌跡に沿った細胞パターンを作製することができた．細胞をアルファベットの形状に配列できることを示し，本手
法の自由度の高さを明確にした．また，薄膜表面に異なる種類の細胞パターンを作製することができた．

研究成果の概要（英文）：Picking up, positioning and relocating of single target cells were achieved based 
on the dielectrophoretic manipulation using a microdisk electrode with microcavity. The patterning with 
living cells were performed by repeating the present capture and release procedure to individual cells. 
The pattern with cells can be also fabricated on the porous membrane by scanning the microelectrode based 
on the positive dielectrophoresis manipulation. Cells were patterned to form alphabet characters in order 
to demonstrate the flexible formation of cell patterns. Moreover, the patterns with the different types 
of cells can be formed in pattern on single membrane.

研究分野： 生物電気化学
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  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞パターニング技術は，細胞活性を指標

としたバイオセンサーや再生医工学に資す
る細胞培養工学に不可欠な技術となりつつ
ある．これまでの細胞パターン培養は，フォ
トリソグラフィーやソフトリソグラフィー
を用いて作製した細胞の接着領域と非接着
領域パターン上への培養が主な手法であっ
た．しかし，この手法は複数種類の細胞パタ
ーン作製が困難であり，また，パターンを得
るために数日間の培養を必要とする．初期細
胞パターンを形成後に局所領域の表面改質
による新たな細胞パターンの形成が達成さ
れたが，迅速性や自由度の面で大きな制限が
ある． 
これまで，マイクロ・ナノ電気化学計測シ

ステムおよび誘電泳動を利用した微粒子や
細胞の操作に関する研究を行ってきた．マイ
クロ電極をプローブとした電気化学顕微鏡
(SECM)を用いた単一細胞評価法をセンサー
システムの構築に応用した．1）微細加工技術
を用いてシリコン基板上に作製した微細孔
に複数種の細胞を固定化し，SECM を用いて
複数の細胞腫に対する薬剤感受性試験を同
時に行った．しかし，細胞アレイチップを作
製するために数十から数百ミクロンの微細
孔に細胞を正確に固定化する煩雑な操作を
必要とする． 
また，誘電泳動を用いて微粒子や細胞の高

速操作技術の開発を行い，迅速な細胞パター
ンの構築に貢献してきた．2, 3）また，マイク
ロウェルアレイに細胞を誘導してアレイ化
し，SECM による機能計測を行っている．4）

しかし，この手法では，1 枚の平板電極上に
ホールアレイを作製しているため複数種の
細胞パターンが困難であった． 
これまでに，正の誘電泳動によるアルミナ

膜の微細孔(100-200 nm)内への金ナノ微粒子
(30 nm)の挿入を報告した．5）ポーラスアルミ
ナ膜を 2 枚のインジウムスズ酸化物（ITO）
電極で挟み込み，誘電泳動により金ナノ微粒
子を微細孔内に導入できる．これは，上下電
極への交流電圧の印加により膜の細孔内に
強電場領域が形成され，流路中の微粒子が強
い電場領域に引き寄せられる正の誘電泳動
を受容して膜内へと挿入されるためである．
すなわち，ナノ構造体により微細孔内に強電
場領域を形成し，誘電泳動力を発生させてい
る．そこで，上面電極の代わりに，マイクロ
電極やマイクロアレイ電極を用いることに
より，迅速にフレキシビリティーの高い細胞
パターンを作製できると着想した． 
 
２．研究の目的 
本研究では，平板基板上およびセルフスタ

ンディングなポーラス膜上に極めてフレキ
シビリティー高く，迅速に細胞パターンを作
製する技術を開発することを目的とした．ニ
ードル型のマイクロディスク電極を用い，ラ
ンダムに配置された単一細胞を正の誘電泳

動により電極に捕捉し，目的位置へと移動後
に負の誘電泳動を用いて再配置する．これを
繰り返すことにより，任意の位置に細胞を配
列することができる．また，ポーラス膜の局
所領域に強電場領域を形成し，正の誘電泳動
（引力）による細胞をポーラス膜表面上へ局
所集積化することにより任意の位置での局
所配列を行う．電極を xy 平面上で走査する
ことにより任意形状の細胞パターンを得る．
さらに，作製した細胞パターンの活性を
SECM により評価する． 
 
３．研究の方法 
①マイクロディスク電極を用いた細胞パタ
ーンの作製 
直径 20 m のニードル型 Pt マイクロディ

スク電極を作製した．この溶液を飽和硝酸ナ
トリウム水溶液に浸漬し，交流電圧（10 Vpp, 
200 Hz）を 10 秒間与えて電解エッチングす
ることにより電極先端に微小孔を形成した．
微小孔の深さは約 10 m である．この電極
を xyz マニピュレータに設置し，ITO 基板上
に 14°の角度で接触させた． 

ITO 基板上にマウスミエローマ細胞（直径，
10–15 m）の懸濁液（250 mM スクロース
溶液）を滴下し，ミエローマ細胞をランダム
に配置した．微小孔を有するマイクロ電極を
ITO 基板上の目的とするミエローマ細胞の
近傍に設置した．ファンクションジェネレー
タを用いてマイクロ電極に交流電圧（周波数，
10 MHz）を印加し，正の誘電泳動の引力を
用いて目的細胞を電極先端の微小孔内に移
動させて捕捉した．この時，ITO 基板を設置
した．細胞が微小孔内に捕捉された後，交流
電圧の印加を停止した．マイクロ電極を移動
させることにより捕捉した細胞を目的位置
に輸送した．再度，マイクロ電極に交流電圧
（周波数，1.0 kHz）を印加し，負の誘電泳
動の反発力を利用して微小孔内から放出し
た．それぞれの細胞に対してこの操作を繰り
返し，細胞の配列体を取得した． 
捕捉した細胞のエステラーゼ活性により

細胞の活性を調査するために，捕捉した細胞
を 5-(and -6)-carboxyfluorescein diacetate, 
succinimidyl ester (CFDA SE)で処理した．
この処理により，生きている細胞では細胞質
内に存在するエステラーゼの酵素反応によ
る加水分解反応が進行し緑色の蛍光を示す．
正の誘電泳動を用いて捕捉した細胞に，1.2 
M CFDA SE を加え 10 分後に蛍光観察した． 

 
②走査型誘電泳動による多孔質膜表面への
自由度の高い微粒子配列体作製 
 多孔質薄膜を底面としたチャンバーを作
製し，そのチャンバーを ITO 電極上に配置し
て，ITO 基板と多孔質薄膜間にマイクロ流路
を形成した（高さ，14 m）作製した．図 1
にデバイスの断面図と粒子配列化の概念図
を示す．流路内にポリスチレン（PS）微粒子
（直径 10 m，濃度 2.7×10７ particles mL-1）
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(b)

(d)

(e)
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または Huh7 細胞の懸濁液を導入した．マイ
クロ電極を多孔質アルミナ膜の上方 10 mに
保持した．マイクロ電極に交流電圧（200 Vpp，
1 kHz-100 kHz）を印加し，微粒子の挙動を顕
微鏡下で観察した．ITO 基板は接地した．マ
イクロ電極先端直下の多孔質薄膜で電場強
度が強くなるため，正の誘電泳動により粒子
をマイクロ電極先端の直下に集積できる．ま
た，マイクロ電極を xy 方向に走査すること
により，微粒子のパターンを形成した．微粒
子と多孔質薄膜間の接着には，化学架橋法を
利用した． 

図 1．（A）誘電泳動デバイスの断面図と（B）
粒子配列化の概念図 

 
４．研究成果 
①正の誘電泳動によるマイクロ電極先端の
微小孔内へのミエローマ細胞の捕捉を行っ
た（図 2）．電極表面を捕捉目的細胞の中心か
ら 50 m 右の位置の配置している（図 2a）．
交流電圧（10 Vpp，10 MHz）を印加すると，
ミエローマ細胞（直径，12 m）は，電極の
微小孔に向かって移動しはじめ（図 2b−2d），
16 秒で 45 m を移動して微小孔内に捕捉さ
れた（図 2e）．微小電極と大面積の導電性表
面を有する ITO 基板の構造の関係から，相対
的に電場の強い部分が微小孔内に形成され
るため，ミエローマ細胞は正の誘電泳動によ
る引力により微小孔内に捕捉される． 

 
図 2．正の誘電泳動によるマイクロ電極先端
の微小孔内へのミエローマ細胞の捕捉．(a)電
圧印加前，電圧印加後(b) 5, (c) 10, (d) 15, (e) 

16 秒 
 
正の誘電泳動により微小孔に移動する細

胞の速度を調査した．細胞と電極の距離が減

少すると，速度は急激に増加する．周波数 10 
MHz で 10 Vppの交流電圧を印加すると，細胞
が捕捉される直前の平均移動速度は 600 m 
s-1に達した．速度の増加は，距離の減少によ
る電場強度の増加に起因する．溶液中を移動
する細胞の粘性抵抗から誘電泳動力を見積
もると，電極表面から 10 m の地点で 68 pN
であった．印加する電圧強度を増加させると
細胞の移動速度は増加した．印加電圧が 15 
Vpp および 20 Vpp の場合，捕捉直前の細胞の
移動速度は，それぞれ 850 m s-1および 1100 
m s-1であった． 

CFDA SE を用いて捕捉された細胞を蛍光
染色し，細胞のエステラーゼ活性を調査した．
交流電圧（20 Vpp）を印加して正の誘電泳動
により約 3 秒で微小孔内に細胞を移動させて
捕捉した．細胞が捕捉された後，交流電圧の
印加をすぐに停止した．1.2 M CFDA SE を
含む溶液を加えた後，10 分後に蛍光観察を行
った．微小孔内の細胞捕捉位置に明瞭な緑の
蛍光が観測された．よって，正の誘電泳動に
より微小孔内に捕捉された細胞はエステラ
ーゼ活性を有しており，生きていることが示
された． 
負の誘電泳動による反発力を用いて，目的

の場所に細胞を再配置した．図 3a に，正の誘
電泳動を用いて微小孔内に捕捉した細胞の
光学顕微鏡写真を示す．細胞は正の誘電泳動
により微小孔内に捕捉されることがわかる．
この状態から，電極に交流電圧（2.0 Vpp，1.0 
kHz）を印加して細胞を再配置した．電圧印
加後 20 秒の再配置された細胞の写真を図 3b
に示す．電圧を印加すると，細胞は徐々に微
小孔から排出され，20 秒後に電極の先端に配
置された．負の誘電泳動による反発力により，
微小孔内の細胞は微小孔の外に向かって移
動する．細胞内のエステラーゼ活性を示す蛍
光は，負の誘電泳動によって再配置された細
胞からも観察された．しかし，高電圧（10 Vpp）
を用いて細胞を微小孔から排出した場合， 
捕捉されていた細胞は電極先端から急激に
排出され数十マイクロメートル離れた場所
に配置され，その位置の正確な制御は困難で
あった．また，捕捉された細胞は，電圧を印
加しないと微小孔内に捕捉されたままであ
り微小孔から排出されることはなかった．よ
って，2.0 Vppの電圧で誘起される負の誘電泳
動力を用いると，目的の位置に正確に細胞を
再配置できることがわかった． 

図 3．（a）正の誘電泳動によって微小孔内に
捕捉された細胞のイメージ．（b）負の誘電泳
動によって微小孔内から電極先端に排出さ

れた細胞のイメージ． 

50 mm

(a) (b)



 
正の誘電泳動および負の誘電泳動による

個々の細胞の捕捉と再配置を繰り返し細胞
のパターン形成を行った．図 4a に，配列した
細胞のイメージを示す．細胞(a)を正の誘電泳
動（10 Vpp，10 MHz）で微小孔内に捕捉し，
電圧印加停止後に 100 m s-1で図 4aの左上の
位置に移動させた．捕捉された細胞は，目的
位置に移動する間，微小孔内に捕捉されたま
まであり微小孔外に排出されることはなか
った．微小孔は，電極の移動により形成され
る粘性抵抗による細胞の排出を抑制できる．
目的位置に到達後，捕捉された細胞を負の誘
電泳動（2.0 Vpp，1.0 kHz）により微小孔内か
ら電極先端に再配置した．細胞の捕捉，移動
および排出の工程を他の 6 個の細胞(b)から
(g)に適用して繰り返し操作することにより，
7 個の細胞を用いてアルファベットの Y の字
を形成することができた（図 4b および 4c）7
個の細胞で Y の字を作製する際，正の誘電泳
動による引力を用いなくても，目的位置への
移動において細胞の排出は起こらなかった．
しかし，微小孔を形成していないマイクロ電
極を用いた場合には，正の誘電泳動によって
電極先端に捕捉された細胞は電極の移動で
電極先端から排出された．よって，捕捉細胞
を目的位置に移動し配置するためには，微小
孔の存在が有利であることを示せた．細胞の
再配置に必要とする時間は約 1 分である． 

微小孔を有するマイクロ電極を用いた誘
電泳動により細胞を配列化することができ
た．正の誘電泳移動により捕捉された細胞は，
目的位置に移動する際に微小孔外に排出さ
れなかった．この方法を用いると，他の方法
で作製された細胞パターンの修復や細胞間
距離を制御した異種細胞の共培養等に応用
可能である． 

図 4．細胞パターンのイメージ．（a）2，（b）
5，（c）7 細胞でパターンを作製． 

 
②この PS 粒子には，この条件で 1 kHz から
30 kHz において正の誘電泳動が作用した．図
5 に正の誘電泳動により多孔質膜に集積化さ
れた微粒子の顕微鏡写真を示す．マイクロ電
極に交流電圧（180 Vpp，10 kHz）を印加する
と，ITO 電極の表面上の PS 微粒子（図 5A）
は，マイクロ電極先端の直下に移動し，10 秒
後には，多孔質薄膜下面（約直径 100 m の
範囲）へ集積化した．これは，正の誘電泳動
を受容した PS 微粒子が電場強度の強いマイ
クロ電極先端直下の多孔質薄膜に誘導され
たためである．印加電圧強度が 80 Vpp以上で
微粒子はマイクロ電極直下の ITO表面上に集
積化し，120 Vpp以上の場合，ITO 表面から浮
上して多孔質薄膜下面に移動できることが
わかった． 

図 5．多孔質薄膜下面への PS 微粒子の集積化．
(A) 電圧印加前の薄膜の写真．(B) 電圧印加
10 秒後の薄膜に集積化した PS 微粒子の写真． 
 
 PS 微粒子を多孔質薄膜へ誘導し，化学架橋
剤を用いて固定化することにより，PS 微粒子
のラインパターンを作製した．図 6 に，マイ
クロ電極に交流電圧（140 Vpp，10 kHz）を印
加し，走査速度 10 m/s で x 軸方向に移動さ
せた際の PS 微粒子配列を示す．イメージ左
に位置したマイクロ電極を右方向に走査さ
せると，PS 微粒子はマイクロ電極の移動軌跡
に沿った領域に配列した（図 6A−6D）．強電
場領域は電極の真下の位置に形成されるた
め，電極を走査することにより微粒子の集積
化位置を制御できる．これにより，PS 微粒子
のラインパターンを作製できた．また，交流
電圧の印加停止後も PS 微粒子のラインパタ
ーンは多孔質薄膜下面に保持されていた．中
心が白い粒子は多孔質薄膜下面に固定化さ
れた PS 微粒子で，黒い粒子は ITO 電極表面
に存在する．1000 m の配列体を約 1 分半で
作製できた．化学架橋反応を組み込まない場
合，配列化した微粒子は電圧印加停止により
再分散しラインは消失した．これにより，化
学架橋法を用いると，誘電泳動により集積化
した PS 微粒子を多孔質薄膜に固定化してパ
ターンを形成できた． 

図 6．走査型誘電泳動により多孔質薄膜表面
にライン配列した PS 微粒子．（A）0，（B）
10，（C）15，（D）20 秒後の細胞パターン． 
 
この微粒子の配列技術を応用して PS 微粒

子の自由度の高い配列体の作製を行った．図
7 に，この手法を用いて作製した微粒子のア
ルファベット状配列体を示す．マイクロ電極
に交流電圧（200 Vpp，10 kHz）を印加し，走
査速度 10 m/s で xy 軸方向に走査させた．電

(a) (b) (c)



極に交流電圧を印加しながら，x 軸方向へ
−500 m，y 軸方向へ−500 m，x 軸方向に 500 
m，y 軸方向に−500 m および x 軸方向へ
−500 m 動かすとアルファベットの「S」状
の配列体を作製できた（図 7A）．この配列体
は，約 250 秒で作製可能であった．また，異
なるす走査方法を用いると，アルファベット
の「H」（図 7B）および「K」（図 7C）状に配
列させることもできた．微粒子は多孔質薄膜
上に単層で固定化されおり，各配列体のライ
ンの幅は約 100m であった．このように，
マイクロ電極をメカニカルに xy 軸方向へ動
かすだけで文字を描くように粒子の配列体
を作製することが可能である．さらに，細胞
を用いて同様の配列体を作製できた．また，
異なる種類の細胞を配列化することも可能
であった． 

図 7．微粒子のアルファベット状配列体．（A）
S，（B）H，（C）K のアルファベット状に配

置した細胞パターン． 
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