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研究成果の概要（和文）：トポロジカル表面の創製および引張応力負荷技術の開発を並行して進め，それらを統
合することによりメカニクスとトポロジーの複合化システムの開発を進めた．具体的には，電子線リソグラフィ
を用い格子の一辺が1000 nmから200 nmまでの市松模様の微細表面パターン，およびマルチフォトン３次元造形
技術によりマイクロオーダーの円錐，角錐，三角波，半円のトポロジカル表面の創製に成功した．一方，ステッ
ピングモータのひずみ量をリアルタイムでコントロールする技術，ステージのＸ軸位置をコントロールしながら
視野内の細胞の位置を補正する技術により，引張応力負荷時に細胞を顕微鏡の視野内に留める技術を開発した．

研究成果の概要（英文）：We developed the fabrication methods of topographical surfaces for cell 
culture, and tensile stress loading methods for cultured cell, then integrated those methods. We 
successfully fabricated topographical surfaces with check patterns having from 200nm to 1000nm in 
interval size, and fabricated conical, pyramid, triangle and semicircle patterns in micrometer order
 by using multi-photon 3D modeling system. Then, we developed real-time position control methods so 
that cultured cells on topographical surfaces can be captured in microscopic fields even under 
cyclic tensile stress loading, by developing the control methods for regulating strains made by 
stepping motors and for positioning the X-Y stage.  

研究分野： バイオメカニクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では，トポロジカル表面の創製技術と引張応力負荷技術を統合してメカニクスとトポロジーの複合化シ
ステムを構築した．細胞の分化コントロールには生化学刺激，材料からの刺激および物理刺激の3要素が重要で
あると考えられる．本研究においては，このうち2つの要素を同時に負荷することのできるシステムを開発し
た．このことにより，細胞の刺激受容機構・細胞分化に関する研究分野に新たな視点を導入し，さらにコストを
抑制しながら細胞を分化制御することが可能という意味で，再生医療を始めとする細胞を用いた療法を医療とし
て実現化するための重要な基盤技術となると考えられる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 材料力学的な視点から細胞の分化コントロールを実現する研究が行われている．例えば
基質の２次元パターンや基質の力学的特性の違いにより，細胞を分化させようとする研究が行
われてきている．また，生理的に負荷されている物理刺激を細胞に負荷することにより細胞の分
化コントロールを実現させようとする研究も行われてきているこれらの物理的視点からの細胞
の分化コントロール技術は，分化させる細胞の細胞数と分化にかかるコストとが必ずしも正比
例しないという大きなメリットを有しており，生化学刺激による細胞の分化制御を補完または
部分的に代替することの可能な細胞分化制御技術として期待される．しかしながら，材料および
物理刺激の 2 つの刺激を同時に入力することの可能なシステムは構築されていなかった． 
 
２．研究の目的 
 細胞の分化制御は多くは生化学刺激によって実現されている．一方，細胞は培養基質からもシ
グナルを受容し，さらには物理刺激によってもシグナルを受容することが知られている．本研究
では，培養基質の表面微細構造が細胞シグナルおよび分化に及ぼす効果，そして引張応力が細胞
シグナルおよび分化に及ぼす効果を統合し，それによって生み出される相乗的な効果の可能性
と限界を検証するための，メカニクスとトポロジーとを複合化させたシステムを構築し，細胞分
化制御基盤技術を開発することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
（１）細胞分化コントロールのためのトポロジカル表面の創製 
電子線リソグラフィを用い格子の一辺が 1000 nm から 200 nm の寸法までの市松模様の微細表面
パターンを作製する．また，表面にマイクロオーダーの円錐，角錐，三角波，半円といった曲面
を有するトポロジカル表面を創製する．この場合，通常の MEMS 技術では実現が困難なため，開
発済みのマルチフォトン３次元造形技術を利用する．これは単光子と２光子を一つの造形シス
テムの中に組み込むことによりマイクロオーダーの造形とナノオーダーの造形を複合化させた
技術であり，本研究における様々な微小形状を有するトポロジカル表面を創製するために適用
する． 
（２）細胞分化コントロールのための引張応力負荷技術の開発 
 培養細胞に一定のひずみを周期的に負荷しながら細胞を可視化するシステムを構築する．こ
のシステムでは水浸レンズを用い，さらに２個のステッピングモータを制御することにより，引
張応力が負荷された細胞のＸＹ位置を対物レンズの視野内に留めることを可能とする．本研究
では，画像認識による位置制御技術を組み込み，引張応力負荷による細胞位置のずれを最小限に
低減させるべくシステムの改良を進める．さらに，対物レンズに直列にピエゾ素子を組み込み，
引張応力負荷に対物レンズのＺ軸位置制御を同期させることにより，培養基質のポアソン比に
基づく引張応力負荷時のＺ軸方向の焦点のずれの解消を目指す．これらの改良を通じて，アクチ
ンファイルを始めとする細胞内骨格および細胞内シグナル分子の動態を引張応力負荷下におい
ても解析可能なシステムを構築する． 
 
４．研究成果 
基質表面の格子のグリッド間の距離を変化させることにより骨髄性幹細胞の分化がコントロー
ルされることや，グリッドが存在することでグリッド上の細胞接着班および RhoA/ROCK pathway
により強い活性化が見られることや，グリッドの高さを変化させることにより細胞接着班の３
次元的な位置がスイッチングすることを見出した．この知見をベースに，さらにトポロジカルな
表面として矩形以外の微小形状を有する表面を創製した．具体的には，表面にマイクロオーダー
の矩形，三角波，半円といった曲面を有するトポロジカル表面を製作した．このトポロジカルな
表面を作製するためには，通常の MEMS 技術では実現が困難なため，既に開発済みの単光子と２
光子を一つの造形システムの中に組み込むことによりマイクロオーダーの造形とナノオーダー
の造形を複合化させたマルチフォトン３次元造形技術を利用した．この表面をモールドとして，
ＰＤＭＳに転写し，転写した表面をプラズマ処理，細胞接着因子コーティングを行うことにより，
矩形，三角波，半円，それぞれの表面パターン上で細胞を培養可能であることが確認された．細
胞としては，破骨細胞に集中し，破骨細胞の分化コントロールについて研究を進めた．具体的に
は，格子間の距離を変化させたマイクロオーダーの格子状パターンを PDMS を用いて作製し，そ
の表面を表面プラズマ処理，細胞接着因子のコーティングすることにより，そのパターン上でラ
ット骨髄由来細胞を培養した．培養した骨髄由来細胞は作製したパターン上で融合し破骨細胞
に分化することを確認した．その時の格子パターン別の分化傾向を，ぞれぞれの表面で分化・融
合した破骨細胞の遺伝子発現評価，免疫染色評価などの評価手法を用いて，検証した．そして，
細胞接着斑の形成やそれに関連する分子の構成，それらの分子により引き起こされるシグナル
について多角的に検証を加えた．その結果，特定の格子パターン幅の上で培養した骨髄由来細胞
から破骨細胞への分化が有意に促進されることが示された．再生医療における骨再生は，骨形成
の主役である骨芽細胞に着目して研究が進められているが，骨形成は骨吸収とリンクしており，
まず始めに骨吸収ありきの骨再生研究も着目されている．この視点において，骨髄由来幹細胞を
如何に破骨細胞に分化コントロールするかという観点で重要な知見を示した． 
一方，細胞内シグナル可視化のための引張応力負荷装置については，対物レンズとして水浸レン



ズを用い，さらに２個のステッピングモータを用いて引張応力を負荷するシステムを構築した．
また，引張応力が負荷された細胞のＸＹ位置を対物レンズの視野内に留めるアルゴリズムの開
発を進めた．具体的には，予備微小引張により得た位置情報変化のデータを基にひずみ負荷によ
る培養細胞の位置の変化を推定し，位置補正データをＸ−Ｙステージに入力するアルゴリズム，
ひずみ負荷によるＺ方向のずれを基質材料のポアソン比から推定し対物レンズに装着されたピ
エゾ素子にＺ軸方向の位置補正データを入力するアルゴリズムを組み合わせた．そして，トポロ
ジカル表面で培養された細胞に引っ張り応力を負荷し，その状態をリアルタイムイメージング
する技術の開発を進めた．培養細胞をリアルタイムで観察する時の顕微鏡の視野はおおよそ
100um である．一方，細胞に引っ張り応力を負荷する折りのひずみは１０％から２０％である．
細胞に１０％から２０％のひずみを負荷しながら，細胞を顕微鏡の視野内に留め，リアルタイム
観察するためには，精密なステージの位置コントロールが必要である．本研究では，そのために
ステッピングモータをトポロジカル表面の両端に配置し，それぞれのひずみ量をリアルタイム
でコントロールする技術，さらにトポロジカル表面が設置されているステージのＸ軸位置をコ
ントロールしながら視野内の細胞の位置を補正する技術，これらの技術の開発を実現した． 
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