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研究成果の概要（和文）：細胞の局所的な剥離手法について超音波ホーンまたはSAWデバイスのどちらを使用す
るかをはじめに検討した．超音波ホーンを用いて細胞剥離を行った場合には，200 umを下回る大きさの除去範囲
での細胞除去を行うことは困難であった．一方で，SAWデバイスを用いて細胞の局所的な剥離手法について着手
し，一点に超音波振動を集中することができるくし歯電極が収束するようにFocus SAWデバイスを設計・製作し
て，任意の位置で直径100 um程度の大きさまで離領域を限定できることを確かめた．また，剥離後の細胞除去領
域の周囲の細胞の生死判定を行ったが，残存する細胞を損傷せずに剥離できることが確かめられた．

研究成果の概要（英文）：We first selected whether to use an ultrasonic horn or a SAW device for the 
local detachment of cells. When cell detachment was performed with the ultrasonic horn, it was 
difficult to remove cell within a removal area of less than 200 um. On the other hand, we fabricated
 a local detachment method with a SAW device. In order to focus on one point, we designed and 
manufactured Focus SAW device with the concentrated IDT fingers. And the removal area was able to 
limit to a size of about 100 um at the position. In addition, the viability of cells around the cell
 removal area after detachment was evaluated, but it was confirmed that the remaining cells were 
cultured without damage.

研究分野：バイオメカニカルエンジニアリング
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の細胞剥離技術は，化学的な薬剤を使用せずに物理的に細胞を剥離することができる．さらに周囲の細胞
への影響もほとんどないことから，再生医療や創薬研究のための細胞培養の際に，他の細胞に害を与えずに安全
に不要な細胞の除去に用いることができる．また，本研究は超音波振動を極小領域に照射する方法を複数検討
し，最も適した方法としてFocus SAWデバイスを提示した．これらの知見は振動工学の生物への応用の可能性を
示すことに貢献した．



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

 近年，ヒト iPS細胞が樹立され，再生
医療分野において培養細胞を用いた治
療法が高い注目を集めている．たとえば，
2014 年には世界に先駆けて理化学研究
所により iPS細胞由来の網膜色素上皮細
胞による加齢黄斑変性の治療が行われ
た．本治療は，術後 1年後も経過が良好
であり，2017年には他家 iPS細胞を用い
るなど，治療法が確立されつつある．iPS
細胞の利用は網膜のみに留まらず，心臓
移植に変わる重症心不全患者の根治療
法に用いられている．その一例として，
再生心筋細胞移植の治療の確立が期待
されている．しかし，網膜治療とは異な
り，再生心筋細胞移植の臨床試験は未だ
行われていない．この最も大きな要因と
して，体内の臓器である心筋は，細胞が腫瘍化や不整脈を引き起こした際，患者の死に直結し
てしまうことから，極めて安全な細胞のみしか使用できないためである． 
 腫瘍化や不整脈を引き起こす原因は，分化誘導後に残存する未分化の iPS 細胞や心筋細胞以
外に分化した細胞である（図 1a）．この問題を解決するために，ラベリングした iPS 細胞をフ
ローサイトメトリーで除去する方法や iPS 細胞に必須の栄養分を抜いた培地で iPS 細胞のみを
死滅させる方法が開発されている．しかし，これらの方法では試薬を投与する必要があるか，
特定の細胞（心筋細胞）しか残存させることができない．また，除去する細胞に遠赤外線レー
ザを照射する方法も報告されているが，死滅した細胞は基材に残存し，除去することはできな
い（図 1b）．すなわち，試薬を投与する必要なく，多様な細胞種に対応できるターゲット細胞
を除去できるシステムの実現が期待されている． 
 一方，申請者は新たな医療の発展・普及に貢献すべく，超音波技術を用いた細胞培養技術の
開発を行ってきた．これまでに，金属基材上で接着性細胞を培養し，基材の固有振動（超音波
振動）を用いて効率的に細胞を基材から剥離する研究や，超音波をウェルプレートの底面に照
射し，発生した音響流を用いて細胞塊を生成する研究を報告してきた． 
 以上の iPS細胞による治療法に関する背景と細胞培養における超音波アクチュエーション技
術の可能性を鑑み，申請者は超音波技術を用いて，ターゲットとする細胞を効率的に除去でき
る細胞培養システムを着想し，本研究を開始した（図 1c）． 
 
２．研究の目的 
 本申請課題では，以下の 2項目を明らかとすることを目的とした． 
(1) 照射領域を絞り，超音波を照射できる装置の製作と照射条件の選定 
 音響放射圧の領域を基材に接着した細胞のサイズに限定して細胞に付与するための装置を，
先行研究やこれまで申請者の行った予備実験から，固有振動と表面弾性波を各々用いて 2 つ
の照射装置を製作した．これらのデバイスを個別に評価し，本申請課題の目的である細胞除
去に適した照射方法と照射条件を明らかとした． 

(2) ターゲットの細胞を除去後，周囲の細胞に及ぼす影響の検討 
 ターゲットとした細胞を除去した後に，ターゲットの細胞の周囲の細胞を観察し，それら
の細胞の損傷や活性を評価することで提案手法が周囲の細胞に及ぼす影響について明らかに
した． 
 以上の 2点を明らかにすることで，再生医療などの先端治療を行う際に大きな問題となる特
定の細胞を除去する新たなシステムを確立することができる． 
 
３．研究の方法 
 超音波を局所的に培養ディッシュの底面から照射することで，ターゲットの細胞を除去する．
このため以下の 4項目を段階的に達成した． 
(1) 局所的な超音波を照射可能な超音波ホーンの開発 
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(2) ターゲット細胞除去後に周囲に残存する細胞の評価（超音波ホーン） 
(3) 領域を限定して超音波を照射できる SAW（表面弾性波）デバイスの開発 
(4) ターゲット細胞除去後に周囲に残存する細胞の評価（SAWデバイス） 
 上記の(1)〜(4)の項目を検討し，超音波ホーンまたは SAW デバイスのうち，ターゲットの
細胞剥離に適する方法を選択した． 
【平成 29年度】 
(1) 局所的な超音波を照射可能な超音波ホーンの開発 
 研究目的に示したように，申請課題では超音波の照射により生じる音響放射圧を用いて細
胞を除去した．先端を鋭利に切削加工したアルミニウム製の超音波ホーンを製作し，培養デ
ィッシュの底面から照射した．超音波ホーンの長さは，COMSOL Multiphysicsによる振動解
析を用いて縦方向振動する振動モードを計算，選択し，設計と製作を行った． 

(2) ターゲット細胞除去後に周囲に残存する細胞の評価（超音波ホーン） 
 製作した超音波ホーンを用いて，超音波を培養ディッシュの底面から照射する．この際に，
照射回数，照射距離，培地量および照射位置を調節して，超音波の照射後の除去領域と周囲
の細胞を評価した．実験にはモデル細胞としてマウス由来筋芽細胞（C2C12）を使用して，
以下の手順により評価した． 
 ø35培養ディッシュ上に C2C12を播種し，90%コンフルエントになるまで培養し，異なる
振動特性，照射条件の超音波を培養ディッシュ底面に照射し，細胞を除去した．照射後の細
胞をカルセインとプロピジウムイオダイド（PI）により染色し，超音波の照射により形成さ
れる除去領域の大きさを評価し，周囲の細胞の生死を確認した． 
【平成 30年度】 
(3) 領域を限定して超音波を照射できる SAW（表面弾性波）デバイスの開発 
 超音波ホーンを用いると励振する周波数帯が数十 kHz であり，音響放射圧が減衰するま
での距離が長いため，液面で反射し，予期せぬ場所に空孔ができる可能性やキャビテーショ
ンが発生する恐れがある．このため，扇形の形状の Interdigital Transducers（IDT）を LiNbO3

の表面に形成し，表面弾性波を収束できる IDT基盤を製作した．これを用いて SAWデバイ
スを製作し，数百MHzの超音波を収束させて培養ディッシュの裏面から照射した． 

(4) ターゲット細胞除去後に周囲に残存する細胞の評価（SAWデバイス） 
 製作した SAWデバイスを用いて，グリセロールを介して培養ディッシュに超音波を照射
した．この際に，隙間距離，PBS浸漬時間，照射出力，照射回数および照射位置を調節して，
照射後に形成される除去領域と周囲の細胞の評価を下記のように評価した．また，高周波帯
の振動を用いるため，周囲の細胞に対する熱の影響も懸念された．このため，照射時の培養
ディッシュの温度を放射温度計により測定するとともに照射後の細胞を再播種し，細胞増殖
性を以下の手順を用いて評価した． 
 ø35培養ディッシュ上に C2C12を播種し，90%コンフルエントになるまで培養した．超音
波をディッシュ底面から照射してターゲットの細胞を除去した．除去後に残存した細胞をト
リプシン EDTAで回収し，細胞数を測定して再播種した．再播種 72時間後の細胞数を測定
し，通常の培養方法での細胞増殖性と比較した． 

 
４．研究成果 
【平成 29年度】 
 細胞の局所的な剥離手法について超音波ホーンまたは SAW デバイスのどちらを使用するか
を検討した．超音波ホーンを用いて細胞剥離を行った場合には，200 µmを下回る大きさの除去
範囲での細胞除去を行うことは困難であった．これは先が細い場合にも斜め方向の音響放射圧
は生じるため，結果としてホーンの先端径よりも大きい剥離領域ができてしまう．また，照射
した際に全く剥離しないことがある．これらのことから結果として，超音波ホーンでは任意の
位置を局所的に剥離することが困難であることが明らかとなった．このため，SAWデバイスを
用いて細胞の局所的な剥離手法について着手した．極小領域での細胞剥離を達成するために一
点に超音波振動を集中することができるくし歯電極が収束するようにリチウムナイオベート基
盤に蒸着された Focus SAWデバイスを設計した．  
【平成 30年度】 
 2年目には，一点に超音波振動を集中することができる Focus SAWデバイスを製作して，使
用することで，任意の位置で直径 100 µm 程度の大きさまで剥離領域を限定できることを確か



めた．一方で，一度の剥離操作では，細胞が剥離しないこともあることが確かめられた．また，
細胞が剥離しない問題を解決するために培地中ではなく，生理食塩水（PBS）に浸漬して細胞
剥離を行った．その結果，任意の位置で直径 100 µm 程度の大きさまで剥離領域を限定できる
ことを確かめた．さらに，超音波の照射距離と出力は剥離の成功率に大きく依存しているが，
一方で照射回数は剥離の成功率には大きな差はないことが明らかとなった．また，超音波ホー
ンでは中心からの距離が離れると細胞剥離の成功率が大きく低下したが，一方で Focus SAWを
用いた場合には，距離が離れた場合にも細胞が剥離することを確かめた．また，剥離後の細胞
除去領域の周囲の細胞の生死判定を行ったが，死細胞はほとんど見られず，残存する細胞を損
傷せずに剥離できることが確かめられた． 
 本システムは，試薬を投与する必要なく，多様な細胞種に対応できることから，再生医療の
臨床化のための iPS 細胞の大量培養システムの発展・普及に寄与することが期待できる．今後
は，Focus SAW デバイスと培養ディッシュとの距離の取り方の精度を向上させていくことで，
より微小な範囲の細胞を剥離する． 
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