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研究成果の概要（和文）：再生治療に貢献するため，生きている培養細胞に対し３次元の動的力学刺激を自在に
付加し得る圧電駆動超小型３次元振動ステージを開発しゲル包埋培養法と合わせ，これまでとは全く異なる力学
的原理に基づく３次元ニューロンネットワークの創生・誘導制御を可能とする革新的システムの実現をめざし
た。
コラーゲンゲル濃度の最適化により，「ゆるやか」かつ構造安定的な足場によるiPS細胞から分化誘導される神
経細胞の３次元包埋培養法を確立した。包埋培養ディッシュを開発した超小型３次元振動ステージ上に設置し３
次元的力学刺激を組織的に作用させることにより，ニューロンネットワークの３次元誘導制御手法としての原理
的有用性を確認した。

研究成果の概要（英文）：Not like a conventional approach but based on the principle of mechanics, a 
novel small sized piezoelectric 3-D vibration stage is developed to impose dynamic stimulations on 
cultured living cells in order to support regenerative medicine. Together with scaffold utilizing 
gel-embedded 3-D culture, the device enables us to enforce 3-D micro dynamic stimulations upon the 
cultured neuronal networks. 
Appropriately soft but structurally stable scaffold is realized by optimization of collagen-gel 
concentration, which provides an effective method for the gel-embedded 3-D culture of neurons 
differentiated from iPS cells. Enforcing systematic 3-D dynamic stimulations upon gel-embedded 
neuronal networks by the developed 3-D vibration stage, principle usefulness of the present study as
 a 3-D manipulation and control method of neuronal networking has been confirmed.

研究分野：機械力学・生体力学
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１．研究開始当初の背景 
事故，疾病などによって損傷，損失し

た細胞，組織あるいは臓器の根治的治療

は再生移植治療によらねばならず，我国

で開発された iPS 細胞(S.Yamanaka et 

al.,Cell 126:663-76,2006 & 131:1-12, 

2007)は，あらゆる組織や臓器の細胞に変

化し得る多能性のゆえに，再生移植医療

実現の究極的手段と目されている。ただ

し，iPS 細胞を再生医療に導入するため

には，各種細胞への分化誘導法の確立や，

ガン化防止の安全性確保，また特に３次

元構造を有する臓器組織への立体培養法

の開発は最大かつ最後の課題として残さ

れたままであり，早急なブレイクスルー

が切望されている。 

代表者は，これまでの細胞の力学刺激に

関する研究の過程で細胞は生体内では静的

ではなくむしろ種々の動的力学刺激環境下

にあり，その刺激が最適な時に活性化され

成長することに着目し，これを細胞組織，

特にニューロンの立体構築誘導制御に応用

できるのではないかという全く新たな着想

を得た。この手法の開発，実現にむけて，

関連する基盤技術の修得を行って来たとこ

ろである。 

 
２．研究の目的 

iPS 細胞を用いた再生治療に貢献する

ため，生きている培養細胞に対し３次元

の動的力学刺激を自在に付加し得る圧電

駆動超小型３次元振動ステージを開発し，

ゲル包埋培養法と合わせ，これまでとは

全く異なる力学的原理に基づく３次元ニ

ューロンネットワークの創生・誘導制御

を可能とする革新的デバイスシステムの

実現をめざす。 

本研究で挑戦する iPS 細胞の神経細胞

への分化誘導・立体培養は，これまで医

学的に不可能とされてきた脊髄損傷受傷

者（国内推計１１万人以上，毎年６千人

以上受傷），パーキンソン病(同 15 万

人),ALS(同 1 万人)など重篤な神経系難

病に対する細胞移植再生治療法開発へ新

たな糸口をもたらす点で，成功によるイ

ンパクトは学術的にも社会的にもきわめ

て大きい。脊髄損傷の場合は，患者自身

または適合性の高い細胞株からつくられ

た iPS 細胞を神経細胞に分化させ一定量

準備し，ニューロンネットワークの立体

的構築の足掛かりを与え，受傷後できる

だけ早期に移植する必要がある。 

そこで本研究では，生化学的誘導因子

に加え，３次元振動ステージとゲル包埋

培養法による３次元動的力学刺激環境を

実現することにより，iPS 細胞の分化誘

導から神経細胞のアクティブ立体培養誘

導制御をも可能とする全く新たな手段の

開発に挑戦し，神経細胞移植再生治療の

早期実現への貢献をめざすものである。 
 
３．研究の方法 

(1)超小型圧電３次元振動ステージスシ

ステムの構築：   

本研究で提案する超小型 3次元振動ステ

ージの機構は，圧電素子を利用した微小一

体型振動子とこれに付随するφ35mm 標準

培養ディッシュ用３点支持ステージ部から

成るシンプルな構造を有している。１枚の

ステンレス板に曲げ加工とねじり加工を施

し，立体ねじれ V型カンチレバー状に加工

した振動子に，直交３軸方向それぞれの変

位が制御できるように３箇所に複数の圧電

素子を接着し製作する。 

これらの圧電素子に所望の信号を入力す

ることによりステージ部変位(各軸約 30μ

m) を制御でき，３次元的な動的力学刺激付

加が可能となる。また，振動ステージの最

小固有振動数（現時点では 30Hz）以下であ

れば，任意の周波数で加振が可能となる。

さらに，本振動ステージを複数個インキュ

ベータ内に組み込むことにより，個別ディ

ッシュの細胞群に対し独立して種々の３次

元動的力学刺激環境を設定し，組織的培養



コントロールを行うことが可能となる。 

現時点ではまだ開発段階にある超小型３

次元振動ステージについて，有限要素解析

を駆使した振動特性の最適化により，培養

細胞への付加加速度および周波数帯域を大

幅に拡張し，かつ制御機能を付与すること

で，動的力学刺激付加機能の広帯域，高精

度化を図る。 

(2)ヒト iPS 細胞の神経細胞への分化誘導

促進法構築： 

本研究ではヒト iPS 細胞(HPS0002)を用

い，特に神経細胞移植を念頭におき，ヒト

iPS 細胞から神経幹細胞へ分化誘導し，次

いで神経幹細胞から神経細胞およびグリア

細胞への分化誘導を試みる。生化学的分化

誘導因子のみの場合と振動ステージによる

３次元動的力学刺激環境を複合させて用い

る場合について比較実験を行う。さらに分

化誘導効率，分化所要時間，分化細胞の健

全性について比較検証を行う。また力学刺

激と細胞内部構造および力学特性の変遷の

検証も合わせて行う。 

iPS 細胞から分化誘導された神経細胞系

と臨床的に直接採取された神経細胞系とで

は，性質や力学刺激に対する挙動が異なる

ことが予想されるため，その差異を精査，

検証すると同時に，ヒト iPS 細胞特有の各

分化プロセスに最適な３次元動的力学刺激

環境の探索を行う。 

(3)ゲル包埋培養によるニューロンネッ

トワークの立体誘導制御： 

冷却したコラーゲン・ゲル（Cellmatrix 

Type ⅠA，新田ゼラチン㈱）混合溶液に分

化誘導した神経細胞を素早く混合した後，

この培養ディッシュをインキュベータ内

（37℃，CO2:5%，O2:3%）に設置すること

でゲル化し細胞の「ゆるやかな足場」が形

成される。この包埋培養ディッシュを右上

概念図のように，２７年度で開発した超小

型３次元振動ステージ上に設置し３次元

的力学刺激を組織的に作用させることに

より，ニューロンネットワークの３次元化

を段階的に誘導制御していく。ニューロン

は３次元ゲル空間において，付加された力

学刺激を感知，反応しつつ，随時伸展方向

や速度，突起密度などを選択し，３次元的

に成長していくものと予想される。 

そこで，特にニューロンのネットワーク

形成を司る部分である軸索および樹状突

起の３次元的形成率，伸展成長率，指向性，

分岐密度などに及ぼす動的力学刺激の方

向，形態，変位量，周波数，インターバル，

時間数などの影響の組織的評価を行う。す

なわち，これら力学刺激パラメータを組織

的にブレンドし比較実験を積み重ねるこ

とにより，ネットワーク構築の誘導制御，

促進効果について組織的検証を行う。 

以上の研究成果を統合し，ヒト iPS 細胞

からのニューロンネットワークの３次元

的構築を誘導制御する最適な力学刺激環

境場の探索を行う。さらに，これに基づく

神経細胞アクティブ立体培養法の確立を

めざし，脳・神経系疾患に対する神経細胞

移植再生治療を格段に進展させる支援ツ

ールシステムとしての可能性を探求する。 
 
４．研究成果 

(1)iPS 細胞を用いた再生治療に貢献する

ため，生きている培養細胞に対し誘導因子

に加え，３次元の動的力学刺激を自在に付

加し得る圧電駆動超小型３次元振動ステー

ジを開発し，ゲル包埋培養法と合わせ，こ

れまでとは全く異なる力学的原理に基づく

３次元ニューロンネットワークの創生・誘

導制御を可能とする革新的デバイスおよび

システムの開発に挑戦した。 

(2)開発した圧電駆動超小型３次元振動ス

テージに対し，付加加速度および周波数帯

域を大幅に拡張して利用できるよう最適

化・改良法を提示した。新たに，１枚のス

テンレスはりを軸線方向にπ/2 ねじり加

工を行い立体ねじれカンチレバー状に加工

した振動子に，直交２軸方向それぞれの変

位が制御できるように２箇所に複数の圧電



素子を接着し製作する手法を新たに考案し

た。この着想により，培養ディシュを面内

にπ/2 回転させることで培養細胞に実質

的に３次元動的力学刺激を付加可能なデバ

イスの開発に成功した。 

(3)コラーゲン・ゲルの濃度の最適化を図る

ことにより「ゆるやか」かつ構造安定的な

足場による神経細胞の３次元包埋培養法実

現の可能性を確認した。この包埋培養ディ

ッシュを開発した超小型３次元振動ステー

ジ上に設置し３次元的力学刺激を組織的に

作用させることにより，ニューロンネット

ワークの３次元化を段階的に誘導する手法

を開発した。 

(4)開発したシステムを用い，マウスおよび

ヒト iPS 細胞からそれぞれ神経細胞への分

化誘導効率，分化細胞の挙動および健全性

について検証を行った。さらにニューロン

の３次元ネットワーク形成に関する基本的

な挙動，すなわち神経突起の３次元的形成

率，伸展成長率，指向性，分岐密度などの

把握，計測を実施した結果，本手法の原理

的有用性を確認した。なお動的力学刺激に

関連する多数のパラメータ，すなわち方向，

形態，変位量，周波数，インターバル，時

間数などの影響のさらなる組織的計測・評

価，最適化が今後の課題である。 
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