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研究成果の概要（和文）：　再生医療などの細胞療法において細胞培養技術は重要な基盤技術である．本研究で
は，超音波技術を用いて自動細胞培養システムの基盤技術を確立することを目的とした．
　はじめに，培養ディッシュに対して超音波振動を付与することによって底面に接着した細胞をタンパク質分解
酵素を用いることなく剥離できることを明らかにした．つぎに，超音波ポンピングを応用して，振動する培養面
の上方からガラス管を近接させることによって培養ディッシュ内の細胞懸濁液を回収する手法を確立した．さら
に，培養ディッシュに対して，適切な振幅分布を持つ超音波を付与することによって，細胞をパターニングする
技術を確立した．

研究成果の概要（英文）：Cell culture technology is an important technology in cell therapy such as 
regenerative medicine. In this study, we aimed to establish the basic technology of automated cell 
culture system using ultrasonic technology.
First, it was clarified that cells attached to the bottom of culture dish can be detached without 
using any proteinase by applying ultrasonic vibration to culture dish. Next, ultrasonic pumping was 
applied to establish a method to recover the cell suspension in the culture dish by placing a glass 
tube close to the vibrating culture surface. Furthermore, by applying ultrasonic waves with 
appropriate amplitude distribution to culture dishes, we established a technology to pattern cells 
on a culture substrate.

研究分野：機械工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　再生医療をはじめとして，培養細胞を用いた治療法が国内外で注目を集めている．我が国では世界に先駆けて
iPS細胞を用いた臨床試験が実施されるなど，新たな医療産業としての期待も高い．本研究はこれらの治療にお
いて重要な役割を果たす細胞培養の自動化に関するものである．細胞の培養，剥離，回収といった一連の操作を
全て超音波アクチュエーション技術で達成したことにより，従来，その多くを手作業に頼っていた細胞培養過程
の自動化の基盤技術が確立され，医療・研究機関の規模の大小に関わらず細胞培養が容易となったことで臨床試
験後の再生医療の普及に貢献する意義は大きい．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 再生医療をはじめとして，培養細胞を用いた治療法が国内外で注目を集めている．たとえば，
自らの関節軟骨細胞を採取・培養し，再び関節に埋め込むことによって関節機能を回復する治
療法などが実施されており，将来は関節軟骨に限らず多くの組織における同様な治療の実施が
期待されている．また，世界に先駆けて我が国において iPS 細胞を用いた臨床実験が実施段階
となり，新たな医療の扉が開かれつつある．これらの治療において重要な役割を果たす技術の
ひとつが細胞培養技術であろう．一般的に，細胞の播種，培養，回収といった一連の操作がマ
ニュアル作業によって行われ，多くの人手と時間を要している．また，一部ではロボット技術
を用いて一連の操作を再現した細胞培養装置も開発されているが，比較的大型であったり，操
作の一部を自動化するに留まり，患者ごとの個別対応が求められる再生医療などの普及には課
題が残る．このため，医療・研究機関の規模に関わらず，簡便で効率的に細胞を培養できる新
たな細胞培養システムの実現が求められている． 

 

２．研究の目的 

 以上のような細胞を用いた治療法に関する背景に鑑み，超音波アクチュエーション技術を利
用して，播種した細胞の培養，剥離，回収を単一の培養器で自動化し，継続して大量の細胞を
培養できる全く新しい細胞培養システムを具現化することを本研究の目的とした． 

 

３．研究の方法 

(1) 培養基材からの細胞の剥離 
 一般的な培養基材からの細胞の剥離では，基材に接着した細胞をタンパク質分解酵素である
トリプシンに含浸し，技術者がピペッティングや振とうによって機械刺激を付与する．これに
対して，本研究では培養基材の固有振動モードを励振可能な培養器を開発し，タンパク質分解
作用が弱いコラゲナーザと基材の振動を組み合わせることによって細胞培養過程における剥離
作業を自動化した（図 1）．つぎに，この自動剥離方法をさらに発展させ，基材に接着した細胞
への温度刺激と基材の振動を組み合わせることによって，酵素フリーでの細胞剥離を実現した
（図 2）．さらに，細胞剥離の際に用いる培養基材の固有振動モードの形状と振幅を適切に制御
し，一部の細胞のみを選択的に剥離して，基材上に残存した細胞が連続的に増殖する新たな連
続培養法を開発した（図 3）． 
 

 
 
(2) 細胞懸濁液の回収 
 培養基材から剥離された細胞は，一般的には技術者のピペッティングによって細胞懸濁液と
して回収される．本研究では，超音波ポンピングの原理に着目し，培養基材の固有振動を用い
て細胞懸濁液の回収を自動化する手法を開発した．すなわち，固有振動モードで共振した培養
基材に対して上方からパイプを近接させることによって細胞懸濁液を揚水し，回収する手法を
具現化した． 
 
(3) 細胞のパターニング 
 細胞療法などの普及には，大量培養のための増殖培養とともに，細胞パターニングなどの組
織培養も重要な課題である．本研究では，培養基材に固有振動モードを励振すると基材に振動
の腹と節が発生することに着目し，複数の固有振動モードを選択的に励振することによって，
振動の節に細胞をパターニングする手法を開発した． 
 
４．研究成果 
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図1 コラゲナーゼと固有振動による細胞の剥離
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図2 温度刺激と固有振動による細胞の剥離
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図3 固有振動による細胞の連続培養



(1) 培養基材からの細胞の剥離 
 はじめに，培養基材に接着した仔ウシ由来軟骨細胞にコラゲナーゼを添加しつつ，培養基材
に固有振動モードを励振すると，ピペッティング等のマニュアル操作を必要とぜずに細胞を基
材から剥離できることを明らかにした．また，剥離後回収した細胞を再度 72時間培養すると，
一般的な方法で回収した細胞と比較して，有意に増殖率が高いことを明らかにした（図 4）． 
 つぎに，培養基材の温度を 10℃に低下させつつ，培養基材の固有振動モードを励振すると，
タンパク質分解酵素を用いることなく細胞を基材から剥離できることを明らかにした．なお，
剥離率は一般的な剥離方法と比較して 8割程度であったが，剥離した細胞には細胞表面タンパ
ク質が維持されており，細胞の健全性が保たれていることを明らかにした（図 5）． 
 さらに，培養基材に励振する固有振動モードの振幅を適切に制御することによって，一部の
細胞を基材上に残存させ，連続的に培養した結果，細胞を新たに播種する場合と比較して，72
時間後の細胞数が約 1.5倍に向上することを明らかにした（図 6）． 
 

 
 
(2) 細胞懸濁液の回収 
 細胞懸濁液を含有した培養器の底面に固有振
動モードを励振しつつ，上方からガラス管を近
接させると，細胞懸濁液を回収できることを明
らかにした．なお，ガラス管を培養基材近傍ま
で近づけることから，細胞懸濁液中からは細胞
塊が排除され，単細胞の細胞懸濁液を回収でき
る副次的な効果も明らかとなった（図 7）． 
 
(3) 細胞のパターニング 
 細胞培養基材の固有振動モード，あるいは，
上方に細胞培養ディッシュを配置した円板状振
動子の固有振動モードを利用することによって，
培養器内の細胞を固有振動モードの節の形状に
パターニングできることを明らかにした．図 8
は円状の節を有する固有振動モードを振動子に
励振し，細胞培養ディッシュ内の細胞を円状に



パターニングした結果である．なお，図 8はパターニングされた細胞を継続して 120時間培養
した際の様子であり，パターニング後も細胞は健全性を保っていることを明らかにした． 
 

 
 以上のように，本研究は，マニュアル操作に頼らない細胞培養システムを具現化するために，
超音波アクチュエーション技術を援用して細胞の剥離，回収およびパターニング行ための新た
な知見を得たものであり，現在，こうした技術を統合した細胞培養システムの実現に取り組ん
でいる． 
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