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研究成果の概要（和文）： 本研究では、大気圧低温プラズマとステンシルマスクを用いること

で、シリコン基板上へ細胞外マトリックス（ECM）タンパク質膜を数十m～数百m のサイズに

パターニングすることが可能であることを示した。また、パターニング後の ECMタンパク質膜

に沿って神経モデル細胞が増殖することも確認され、将来的には大面積の神経細胞ネットワー

ク形成のためのパターニング技術として応用の可能性があることを確認した。 

 
研究成果の概要（英文）：  Extracellular matrices (ECMs) patterns of many tens or hundreds 

micrometers in size have been formed on silicon substrates with the use of low-temperature 

atmospheric-pressure plasma (APP) jets with metal stencil masks in this research. Neuronal model cells 

were shown to grow on the ECM patterned by APP jets, so that the patterning technique by 

low-temperature APPs for ECM layers provides a simple mean of arranging neuron cells on a relatively 

large area of a silicon surface. 
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１．研究開始当初の背景 

バイオセンサーや神経デバイス回路の開
発において、細胞を基板表面へ所望の形に配
列する技術が必要とされる。その主な物とし
て、細胞の足場となる細胞外マトリックス
（ECM）タンパク質等の機能性高分子を所望
の形にパターニングし、その上で細胞を培養、
配列する方法が用いられている。タンパク質
のマイクロパターニング技術としては、マイ

クロコンタクトプリンティング法やインク
ジェットプリンティング法、化学修飾などの
幾つかの方法が現在までに開発され利用さ
れている。しかしこれらの方法は、扱うタン
パク質溶液の液滴のサイズや粘度に制限が
あったり、大面積パターニングを行うには非
常に手間がかかるなど、様々な問題点がある。
近年、さらに大面積での加工や微細加工など、
より高度な加工が可能な ECMタンパク質のマ
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イクロパターニング技術の開発が求められ
ている。また、研究代表者は過去の実験結果
から、大気圧低温プラズマ照射によって、基
板表面にコーティングした ECMタンパク膜の
一部が脱離する結果を得ている。これらのこ
とから、より簡便に、広範囲のマイクロパタ
ーニングを可能とする新しい方法として、大
気圧低温プラズマを利用することを提案し
た。最終的には、大気圧プラズマによってパ
ターニングされた ECMタンパクによって、大
面積の脳神経細胞パターンをシリコン基板
上に形成することを目標とする。 
大気圧低温プラズマは気体温度が室温程

度でありタンパク質などの生体物質に熱に
よるダメージを与え難い反面、電子温度が高
くラジカル等の活性種が生成されることか
ら反応性が高く、タンパク質膜に直接作用さ
せてパターニングを行う事が可能である。ま
た装置も安価であるため、パターニング技術
が確立できれば、より簡便にパターニングが
行えるようになると予想される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、大気圧低温プラズマを用いた、

シリコン基板上への ECMタンパク膜のパター
ニング技術を確立することを目的とする。そ
のために、下記の３つの項目について研究を
行う。 
(1) ECM タンパク質膜のパターニングが可能
な、大気圧低温プラズマの照射条件（プラズ
マ形状、照射時間、照射距離、ガス流量）の
最適化 
(2) 大気圧低温プラズマを用いたパターニ
ング技術を実用化するための装置の開発、改
良 
(3) 大気圧低温プラズマによって、タンパク
質がパターン化される原理（有効な活性種の
特定、タンパク質の構造変化等）の解明 
 
３．研究の方法 
(1)パターニング条件の最適化 
本研究では ECMタンパク質膜をスピンコー

トによってシリコン基板上にコーティング

した物を所望のパターニング形状の型を持
つステンレス製のステンシルマスクで覆い、
その上からプラズマを照射して ECMタンパク
質膜のパターニングを行った（図 1）。プラズ
マ源には低周波大気圧プラズマジェット（LF
プラズマジェット）を用いた。放電ガスには
ヘリウムを用いた。 
 実験ではまず、蛍光標識を付けた ECMタン
パク質についてパターニングを行い、出来た
パターンの蛍光顕微鏡観察を繰り返しなが
ら、プラズマ照射条件（放電電圧、ガス流量、
照射距離、照射時間）について最適化を行っ
た。次に、パターニング後の ECMタンパク質
膜上に細胞を播種し、細胞の接着、増殖の様
子を観察することで、基板上に細胞配列が成
されるかを確認した。 
 

(2)プラズマ照射後の ECM タンパク質膜の観
察 
パターニング実験と並行して、大気圧低温
プラズマ（LFプラズマジェット）照射後のタ
ンパク質膜表面の変化を、原子間力顕微鏡
（AFM）および、赤外分光法（FT-IR）によっ
て観察した。また、照射時のプラズマの発光
分光による観察も行った。 

 
４．研究成果 
(1) LFプラズマジェットによる ECMタンパク
質膜のパターニング 
本研究では、サンプルに用いる ECMタンパ

ク質膜と細胞の組合せとして、フィブロネク
チンと HEK293（ヒト胎児腎細胞）の組合せ、
及び、ポリエルリシン（PLL）をと神経細胞
のモデル細胞である PC12 細胞（ラットの副
腎髄質由来の褐色細胞腫）の組合せを用いた。
また、ステンシルマスクには、100～200 m
幅の複数のスリットを持つマスクと、100 m
径の穴を 100 m間隔で複数開けたマスクの 2
種類を用いた。 
フィブロネクチンのパターニングでは、放

電電圧 7 kV、ガス流量 4.0 L、照射距離 50 mm
の条件で 15秒間プラズマ照射を行った時に、
15 mm 角のシリコン基板上にマスクの型に沿
った形でフィブロネクチンのパターンが形
成されることが、蛍光顕微鏡観察から分かっ
た（図 2 左）。また、パターニング後のフィ
ブロネクチン上で HEK293 細胞を培養したと
ころ、パターンに沿って接着、増殖すること
が確認された（図 2右）。 
同様に、PLL に対しても、放電電圧 7 kV、

ガス流量 4.5 L、照射距離 50 mmの条件で 15
秒間プラズマ照射を行った時に、マスクの型
に沿ったスリット状のパターンが観察され
た。また、100 mの穴を持つマスクを使用し
た場合にも、照射条件を最適化することによ
って、マスクの型に沿ってパターンができる
ことが確認できた（図 3 左）。パターニング図 1 実験装置概略図 



 

 

後の PLL 上でも PC12 細胞がパターンに従っ
て接着増殖する様子が確認された（図 3右）。
さらに、プラズマによるアンダーエッヂによ
って、数十ミクロンサイズのパターンも形成
可能であることが分かった（図 4）。 

 
以上の結果から、大気圧低温プラズマによ

って ECMタンパク質膜のパターニング形成が
可能であることあり、神経モデル細胞の接着
実験の結果から、神経細胞ネットワーク形成
にこの技術が応用できることを示した。 

 
（2）プラズマ照射後の ECMタンパク質膜の
観察 
本研究では、シリコン基板にコーティング

したフィブロネクチンに 120秒間プラズマ照
射した時の表面の様子を AFMで観察し、照射
前の様子と比較した。その結果、照射後の表
面のラフネスがシリコン基板表面のラフネ
スの値に非常に近い値になることが分かっ

た。また、プラズマ照射後のフィブロネクチ
ン表面を赤外分光法（FT-IR）で分光観察し
た結果、タンパク質の持つ 2次構造由来のス
ペクトルが、スペクトルの形は変わらないも
のの、プラズマ照射時間に伴って減少し、照
射時間が 60 秒を超えると観察されなくなる
ことが分かった。これらの結果から、プラズ
マ照射によってフィブロネクチンが基板表
面から剥離していると予想された。 
また、プラズマ照射時のプラズマの発光計

測より、酸素由来のスペクトルが観察された
ことから、ECM タンパク質膜パターニングに
は、酸素原子や酸素由来のラジカルが関係し
ていることが示唆される。 

 
プラズマによるタンパク質膜パターニン

グ法の研究は過去にも行われているが、本研
究の様に、大気圧中でタンパク質膜そのもの
にプラズマを作用させる例は殆どない。本研
究で提案した方法を利用した場合、簡便に尚
且つ短時間でタンパク質膜をパターニング
できることが分かった。本研究の結果は、後
述の論文や学会で公表し、2011年 12月には、
Plasma Conference 2011 (PLASMA 2011)にお
いて招待講演も行った。 
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