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研究成果の概要：誘電泳動を用いて迅速，簡便に細胞をパターニングできるデバイスを開発し

た．連続的に異種類の細胞を導入し，交流電圧の印加パターンを変化させることにより，1 枚

の基板上に違う種類の細胞を交互に配列することができた．マイクロ電極の先端に酸素選択的

透過膜およびグルコースオキシダーゼを固定化することにより，細胞評価が可能なマイクログ

ルコースセンサを作製できた． 
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総 計 3,300,000 420,000 3,720,000 

 
 
研究分野： 
科研費の分科・細目： 
キーワード：誘電泳動，電気化学顕微鏡，微粒子配列，細胞配列，グルコースセンサ，単一細

胞，酵素センサ，酸素選択的透過膜 

 
１．研究開始当初の背景 

筋組織が機能を持った筋組織として働くに
は，神経組織との連携・相互作用，すなわち，
神経筋接合部の再構築が不可欠である．さら
に，生体内では事故などで末梢神経が切れ
てしまい神経支配がなくなると，筋組織は萎
縮してしまうことから，筋組織の維持にも神
経・筋接合部を介した神経支配が不可欠であ
ることが明らかである．再生医工学の立場か
ら，筋組織には神経支配は必須であり，神経
支配なくしては、筋肉は萎縮・退縮してしまう．
本研究では，この不可欠な部分の構築法の
創製を目指し，誘電泳動による異種細胞の配

列およびその電気化学的機能評価を立案し
た． 

従来の培養皿上での細胞培養では，細胞
はランダムに配置されるため，異種類の細胞
を規則正しく配列させることは困難であった．
複数種類の細胞を目的のパターンに配列す
ることは，従来の単なる共培養による再生医
工学の技術では全く不可能であった高度な
機能を持った複雑な組織や臓器の構築の可
能性を秘めている． 

これまでに，マイクロ流路内に配置したくし
型アレイ電極を用いて誘電泳動による微粒子
の配列技術を開発した．微粒子をライン状，グ
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リッド状およびドット状に配列することが可能で
あった（図 1）．また，配列された微粒子の架橋
剤による固定およびハイドロゲル中への包括
固定を行いユニークな構造体を構築できる．さ
らに，微粒子表面の化学修飾によるタンパク質
の局所固定に成功し，新たなセンシングデバ
イスの可能性を示した． 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．微粒子のグリッドパターンおよびハイド

ロゲル中に包括固定された微粒子ライン 
 

本研究では，この誘電泳動による微粒子配
列化技術を細胞に適用し，細胞の迅速な配列
化を行った．細胞を簡便・大量一括・迅速に操
作する技術を異種細胞の配列に展開させ，適
用範囲を拡大することは，将来の細胞工学，
組織工学および再生医工学の分野において
必要不可欠であると考えられる． 

また，リアルタイムで生きている培養細胞の
機能を経時的に観測することが極めて重要で
ある．これまでに，マイクロ電極をプローブとし
た電気化学顕微鏡(scanning electrochemical 
microscopy; SECM)を用いて，単一細胞の機
能評価を行ってきた．特に，細胞近傍の酸素
濃度プロファイルを得ることにより，単一細胞の
光合成および呼吸活性の評価を定量的に行
った．現在，世界的に SECM に細胞素子を組
み込んだ薬剤スクリーニングシステムへと展開
する気運が高まっている．本研究では，SECM
による単一細胞の代謝活性評価を目指し，マ
イクログルコースセンサの開発を行う． 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は，「誘電泳動を利用する細胞
配列技術の確立」により筋管細胞（myotube）を
配列し，SECM システムを用いる機能評価により
in vitro で筋組織を再構築することにある． 

基板上における in vitro な細胞培養は，細胞
の成長，進展および分化がランダムに進行する
無秩序な系である．細胞を基板上に，複雑，高
度に秩序を保って培養し，生体内で発現してい
る機能を再現することは，細胞生物学，組織工
学および再生医工学等の分野において極めて
魅力的な課題である．本研究課題では，in vitro
における機能を保持した筋組織の構築を目指し
ている．単核の筋芽細胞を誘電泳動により配列
し，分化・融合を促し多核の筋管細胞アレイを取
得する技術を確立する．さらに，デュアル SECM
システムを開発し，配列化筋管細胞の機能評価
を行う． 

 
３．研究の方法 
(1)マウス筋芽細胞株 C2C12 のライン配列 

交互型マイクロバンドアレイ電極を基板上に
対向させ，流路構造を有する誘電泳動デバイス
を作製する．電極および基板間に設けた微小流
路（高さ 30 μm 程度）に細胞懸濁液を導入し，電
極に交流電圧を印加して誘電泳動力を作用さ
せる．電場勾配により細胞をライン状に配列し培
養する．誘電泳動を用いる細胞ライン配列形成
のための，印加電圧，印加時間，周波数，細胞
濃度，懸濁液導電率および電極幅，ギャップサ
イズの最適化を行う． 
(2)ライン配列されたマウス筋芽細胞株 C2C12 の
分化誘導による配列化筋管細胞（myotube）の
構築 
 上記手法により作製された配列化細胞の分化
誘導を目指し，配列細胞のゲル包括固定を行う．
細胞配列アレイを形成させたデバイスに光硬化
性ハイドロゲルを導入し，細胞アレイを包括した
ゲルラインを作製する． 
(3)デュアルマイクロディスク電極による酸素およ
びグルコースの検出 

基板上のマイクロアレイ電極を用いて泳動電
着法による選択的な酵素修飾電極の作製を行
い，センサの作製手法を確立する．尖端径が数
ミクロンのガラスキャピラリー内に 2 極の独立した
作用極を配置したデュアルマイクロ電極を用い
て局所領域における酸素およびグルコースの同
時定量検出を行う．片方の電極にグルコースオ
キシダーゼ（GOD）を選択的に固定化する．金
ナノ微粒子にアビジン－ビオチン反応を利用し
て GODを修飾し，泳動電着法を利用する．作製
した電極特性を詳細に評価し，筋管細胞の活性
を計測の準備を整える．  
 
４．研究成果 
(1)マウス筋芽細胞株 C2C12 のライン配列 

交互くし型マイクロアレイ電極を用いた誘
電泳動デバイスに細胞懸濁液を導入し，電極
に王流電圧を印加することにより細胞の配列
を行った．デバイス内の電場強度を，COMSOL 
MultiphysicsTM 3.1a を用いてシミュレーショ
ンした．図 2a に，バンド b とバンド a, c およ
び dに 12 Vを印加した際の電場強度の断面図
を示す． バンド b の両エッジ，バンド a の右
エッジおよびバンド c の左エッジに示された
明るい部分は，電場の高い所に相当する．一
方，電場の弱い所は，バンド b の真上とバン
ド a からバンド b の間に現れた．図 2B に，上
部基板表面における電場強度プロットを示す． 
この図から，バンド b の近傍に電場強度の強
いピークが現れることがわかった．よって，
負の誘電泳動が作用する交流電圧を印加する
と電場強度の弱いバンド b の真上に微粒子が
集積化される．図 2C に，この誘電泳動デバイ
スを用いた微粒子(15 μm diameter, 3 x 107 



mL-1)のパターンを示す．交流電圧(12 Vpp, 5 
MHz)をバンド電極に印加すると微粒子は迅
速に移動し，バンド b の真上でライン配列し
た．また，微粒子はバンド a とバンド c の間
に幅広く集積化された．この微粒子の挙動は，
シミュレーションの結果と一致している．同
様の結果は，バンド d とバンド a, b および c
間に交流電圧を印加した際に得られた．よっ
て，電圧を印加する電極パターンにより，微
粒子のパターンを簡単に変化させることがで
きることがわかった．  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．(A): バンド b とその他の電極間に 12 V
の電圧を印加した際の電場強度のシミュレー
ション．IDA 電極基板－細胞培養基板間距離： 
30 μm. (B): 細胞培養基板表面における電場
強度プロット．(C)微粒子（直径 15 μm）の誘
電泳動パターニング． 

 
この誘電泳動デバイスを用いて，C2C12 細

胞のパターニングを行った．図 3 に，誘電泳
動により配列された細胞のパターンを示す．
バンド b とバンド a, c および d 間に交流電圧
(14 Vpp, 1 MHz)を印加すると 1 分以内に細胞
の配列パターンが得られた．電圧を印加した
状態で 5 分間細胞をインキュベートした．そ
の後，電圧印加を停止し，培地を導入すると
バンド c－バンド a 間の細胞は流され，細胞の
ライン配列が得られた． 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 3．負の誘電泳動により配列された細胞の
顕微鏡写真．(A)電圧印加時．(B)培地による
洗浄後 
 

細胞のライン形成は印加電圧の強度に依存
した．8, 10, 12 および 14Vpp の交流電圧を印
加した場合，ラインを形成した細胞の密度は，
142.6 ± 18.6, 184.7 ± 17.8, 192.7 ± 14.6 および
225.5 ± 21.5 cells mm-1であった．その後，デバ
イスを分離すると，いくつかの細胞ははがれ
た．8 Vpp の電圧で配列された細胞は，デバ
イスの分離操作によってほとんど全てが除去
された．分離操作後に，残る配列化細胞の数
は印加電圧強度の増加に伴って増加した．し
かし，14 Vpp を印加した場合，残存する細胞
の数は，12 Vpp を印加した場合に比べて減少
した．これは，細胞が物理的な力と電場によ
り損傷したと考えられる．よって，この誘電
泳動デバイスを用いて細胞パターンを作成す
る場合には，12 Vpp が適していることがわか
った． 

基板上に配列された細胞を培養した．配列
化した細胞は 1 時間後に扁平型に形を変えた．
図 4 に，12 Vpp の電圧を 5 分間印加して作製
した細胞パターンを示す．4 時間培養後，細
胞の形は変形し，ライン幅はわずかに増加し
た．12 時間培養すると，細胞密度に変化はな
いが，細胞は最初のラインからランダムに遊
走しパターンが崩壊し始めた．よって，ほと
んどすべての細胞は，活性を維持しているこ
とがわかった．その後，細胞は増殖と遊走を
続け，44 時間後にはラインパターンが消失し
た．よって，この方法は細胞の遊走と増殖を
調査するための手法として使用可能であるこ
とがわかった． SECM を用いてこれらの細胞
の呼吸活性を調査した．細胞の呼吸により細
胞近傍で酸素濃度が低下していることがわか
った．現在，誘電泳動時の印加電圧と細胞の
呼吸活性の関連を調査している． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4．誘電泳動（12 Vpp）によって作製され
た細胞パターンの経時変化．細胞培養時間：
(A) 0, (B) 4, (C) 12, (D) 40 時間．温度：37 °C． 
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この誘電泳動デバイスを用いて異種細胞の

繰り返し交互配列を行った．図 5 に，作製さ
れたC2C12細胞の繰り返し交互ライン配列を
示す．上記の手法を 2 回繰り返して作製した．
最初の細胞パターンは，交流電圧(12 Vpp, 1 
MHz)を用いてバンド bの上に細胞を配列した．
細胞配列後，5 分間電圧を印加して基板に細
胞を接着させた．配列化細胞を蛍光染色
（CMFDA）し，2 回目の細胞配列をバンド d
の電極の真上に行った．5 本の細胞ラインパ
ターンが 250 μm 間隔で得られた．第一段階で
配列された細胞ラインは蛍光を示しているこ
とがわかる．また，第二段階の細胞配列をバ
ンド c の真上に行うと，ライン間隔の異なる
異種細胞配列が可能であった．この手法を用
いると，細胞の繰り返し交互配列が簡便に迅
速に行える．  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．連続パターニングによる異種細胞の

配列化．(A)および(B):等間隔で配列された異
種細胞の顕微鏡写真．(C)および(D):異なる間
隔で配列された異種細胞の顕微鏡写真． 

 
(2)ライン配列されたマウス筋芽細胞株 C2C12 の
分化誘導による配列化筋管細胞（myotube）の
構築 

電極幅，間隔共に50μm，スペーサー厚50μm
の誘電泳動デバイスに，ミエローマを懸濁したプ
レポリマー溶液(2.0×107  particles/mL)を導入し
て配列させた．上下電極に，10 kHz，30 Vpp の
交流電圧を印加した．120 s 後，パターン形成し
た細胞に紫外光(254 nm, 12 w, 60s)を照射した．
図 6 に，電極を除去した後の光学顕微鏡写真を
示す．2×2 mm, 高さ 50 μm のゲルシートの中に
140μm ピッチの細胞アレイを得ることができた．
作製したゲルシートをシャーレに移し，培養液中
で 15 分間培養した．しかし，この手法で配列固
定化した細胞は，ほとんどが死細胞であり，今後，
ポリマー材料の検討を行う必要があった． 

 
(3)デュアルマイクロディスク電極による酸素およ
びグルコースの検出 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6．ゲルシートに包括された細胞 
 
マイクロ白金電極表面を酸素選択的透過膜

であるポリジメチルシロキサン膜で被覆した．
これにより，GOD の酵素反応生成物である過
酸化水素の透過をほとんど抑制できた．また，
PDMS の酸素含有量は，溶液中の 10 倍以上で
あることがわかり，酸素検出型の酵素センサ
として極めて有効であることがわかった．
PDMS 表面に GOD を固定化し酵素センサを
作製した．図 7 に，作製した酵素センサを用
いたグルコースセンシングを示す．グルコー
ス濃度の増加に伴い，酸素還元電流の増加が
観測された．よって，この電極は酸素の還元
電流検出型のマイクロ酵素センサとして利用
可能である．また，デュアル電極を用いた局
所領域への酵素の固定化も達成できており，
今後，これらのマイクロセンサを用いて細胞
計測を行う予定である． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 7．グルコース濃度に対する酸素還元電流
のプロット 
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