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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞に圧縮力学刺激を与え心筋細胞に分化誘導することを目指し、主としてフ
ォトリソグラフィとシリコーン樹脂のモールディングによるマイクロマシニング技術を駆使して分化誘導用のマイクロ
デバイスを構築した。デバイスの培養面に細胞接着・非接着性を形成するために、一般的なマイクロマシニング技術を
応用したゲルマイクロマシニング技術を開発した。開発したマイクロデバイス上に細胞を培養し、細胞に対して定期的
に圧縮刺激を与え、分化誘導の様子を観察した。また、その際の分化誘導率を通常の培地内で培養した細胞を比較した
。その結果、定期的な圧縮刺激は分化誘導を効率化するための因子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This research objective is to guide the differentiation to heart cell by applying 
compressive stimulation. To achieve this goal, a microdevice for differentiation guidance was fabricated 
by the micromachining technique using photolithography and silicone molding. Also, a gel-micromachining 
technique was development by applying to the general micromachining technique for creating the cell 
adhesiveness surface and cell non-adhesiveness surface to the culture surface. The differentiation 
behavior of cells that receives compression stimulation from the fabricated device was observed by 
optical microscope. The differentiation ratio of cells that receives compression stimulation was compared 
with the control test. As a result, we clarified that the cell differentiation efficiency is increased by 
applying the compression stimulation.

研究分野：生物機能・バイオプロセス

キーワード： 分化誘導　細胞力学刺激　細胞バイオメカニクス　BioMEMS
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１．研究開始当初の背景 

 心臓を形成し成熟した心筋細胞は、増殖す
る能力を失うため、心筋梗塞や重症心不全な
どの心疾患により心筋細胞が大量に脱落す
る病態において、失われた心筋細胞を自己再
生することは極めて困難であり、現時点では
心臓移植しか有効な治療法が存在しない。し
かし、心臓移植はドナー数に限りがあるため、
移植を希望する全ての患者への治療は不可
能である。したがって、心疾患や心不全に対
する心機能の回復や自己の細胞から形成し
た心臓組織の移植を可能とする技術の開発
が求められている。 
近年、筋芽細胞や間葉系幹細胞が心筋細胞
に分化して心筋梗塞後の心機能の低下を改
善するという報告がなされており、心臓の再
生治療への期待が高まっている。心筋細胞は
発生後すぐに拍動する機能を発現し、かつ活
発に増殖する細胞であり、増殖・分化の過程
で常に拍動による力学刺激を受けている。し
かし、現在は遺伝子操作や培養液中に溶解し
た分化誘導因子によって細胞の分化を誘導
する手法が主流であり、心筋細胞への誘導効
率が非常に低く、細胞治療や移植に利用でき
る充分な機能をもつ心筋細胞に効率よく分
化できる手法とは言えず、再生治療実現のボ
トルネックになっている。心筋細胞へと効率
よく分化誘導するためには、生体内と同様に
力学刺激を導入した分化誘導法への新たな
アプローチが必要である。 
 
２．研究の目的 

 本研究の目的は、フォトリソグラフィとシ
リコーン樹脂のモールディングを主とする
マイクロマシニング技術を用いて構築した
細胞圧縮刺激マイクロデバイスを改良して、
筋芽細胞や間葉系幹細胞に対して動的な圧
縮刺激を与えることが可能な細胞分化誘導
用マイクロデバイスを構築することである。
また、構築したデバイスを用いて細胞に定期
的な刺激を与えることによって人工的に心
臓を創る技術を構築することを最終的な目
的としている。 
 
３．研究の方法 

 細胞の分化誘導には、培養面への接着の有
無や接着前後に受ける刺激のプロファイル
などが大きく影響するため、細胞の培養中に
培養面の細胞接着性を変換できる技術を構
築する。また、研究代表者がこれまでに構築
した細胞圧縮刺激マイクロデバイスを改良
することによって細胞分化誘導用デバイス
（図 1）を実現する。そして、細胞分化誘導
用デバイスに培養面の細胞接着性を変換で
きる技術を組込むことによって目的のデバ
イスを構築する。 
まずは、細胞の培養面に細胞接着・非接着
パターンを形成する技術を実現する。具体的

には、細胞の接着を阻害するアルギン酸薄膜
を基板上にパターニングする技術を開発し、
その基板上で細胞を培養することによって、
細胞のパターンを形成できることを実証す
る。研究代表者はこれまでに、アルギン酸薄
膜の基板上へのコーティングに成功してい
るが、目的のデバイスを実現するためには、
デバイスの製作途中でアルギン酸薄膜のコ
ーティングとパターニングを行う必要があ
る。 
次に、細胞圧縮刺激デバイスを改良し細胞
分化用デバイスを構築する。具体的には、細
胞圧縮刺激デバイスの流路の一部に SU-8 製
の構造物を形成し、培養チャンバ部に細胞が
トラップされやすくする（図 1）。構築したデ
バイスに細胞を導入し、細胞に動的な刺激を
与えることによって、本デバイスの有用性を
実証する。 
 

 

 

 

図 1 細胞圧縮刺激マイクロデバイス 
 
 
４．研究成果 

（１）培養面の細胞接着・非接着パターンの
形成 

 細胞接着・非接着パターンは、今後、マイ
クロデバイスの製作プロセス中に組み込む



ことを考慮し、一般的なフォトリソグラフィ
の技術と同様の工程でアルギン酸薄膜をパ
ターニングする手法を開発した。具体的には、
スピンコートにより基板上にアルギン酸ナ
トリウム水溶液をコーティングし、塩化カル
シウム水溶液に浸漬することによってアル
ギン酸薄膜を形成した。その後、アルギン酸
薄膜上にフォトレジストをコーティングし、
露光・現像によりフォトレジストのパターン
を形成した。フォトレジストのパターンをマ
スクとし、エチレンジアミン四酢酸（EDTA）
で露出したアルギン酸薄膜をエッチングし
た後にフォトレジストを除去することによ
り、アルギン酸薄膜のマイクロパターンを形
成した。これにより、培養面上に細胞の接
着・非接着領域をそれぞれ形成することに成
功した。このアルギン酸のマイクロパターン
上に細胞を培養することにより、アルギン酸
薄膜のパターンに沿って細胞のマイクロパ
ターンを形成できることを実証した（図 2）。 
 

 

図 2 形成した細胞のマイクロパターン 
 

（２）細胞分化誘導用デバイスシステムの 
構築 

 フォトリソグラフィとモールディングに
より製作した自己接着性を持つシリコーン
樹脂構造体の積層により、細胞分化誘導用マ
イクロデバイスを実現した（図 3）。本デバイ
スは、細胞外部からの圧縮刺激の制御により、
細胞に刺激を与え分化を誘導することを目
指したものである。構築したデバイスは、マ
イクロ流路、圧力印加ポート、細胞導入ポー
ト、細胞培養チャンバ、圧縮刺激用ダイアフ
ラムで構成されており、全て透明材料で構築
されているため、刺激に対する細胞の応答・
挙動をリアルタイムで評価することが可能
である。また、圧力印加ポートからの空気圧
の調整により、圧縮刺激用ダイアフラムの変
位量をコントロールすることができるため、
細胞に対して動的な刺激を与えることが可
能である。 
 また、デバイス内での細胞の長期培養と長
期間の刺激実験を行うための培地の循環シ
ステムを構築した。このシステムは静水圧を
用いてデバイスの中に培地を供給するもの

であり、流体により細胞に大きな流体力が加
わることがなく、また、脈動することなく培
地を循環できるものである。本システムの構
築により、細胞周囲の培地を循環させ、細胞
に充分な栄養と酸素を供給できるようにな
ったため、基板への接着不良や培養途中の死
滅を防ぐことができた。その結果、1 週間以
上の期間で細胞を継続して培養することに
成功した。本システムの構築により、長期的
な刺激実験を行うことができるようになっ
た。 
 

 

図 3 構築した細胞分化誘導用            
マイクロデバイス 

 
 

 
図 4 構築した培地の循環システム 

 

（３）構築したマイクロデバイスを用いた 
細胞の圧縮刺激と分化誘導 

 構築したデバイスを用いて、単一細胞に対
する動的な圧縮刺激実験を行った。デバイス
から圧縮刺激を受ける細胞の様子を光学顕
微鏡により観察した結果、細胞の変形挙動や
細胞内カルシウム応答をリアルタイムで観
察することに成功した。また、細胞に圧縮刺
激を与えた際に細胞が受けるひずみと細胞
内カルシウム応答との相関をとることによ



り、細胞が感知する圧縮刺激の閾値は、細胞
のひずみが 14～17％の場合であることを求
めた。細胞内のカルシウムイオンの分布は、
初期の刺激を受けた際は細胞の中心（核）部
分が最も大きいが、圧縮刺激を大きくするに
つれて、細胞の先端部分にもカルシウムイオ
ンが集まることがわかった（図 5）。 
 さらに、構築した培地循環システムと細胞
分化誘導用マイクロデバイスを接続し、筋芽
細胞に定期的な圧縮刺激を与えることによ
って、筋芽細胞の分化誘導実験を行った。筋
芽細胞は、分化を開始すると周囲の細胞と融
合し、多核化する細胞である。このため、1
つの細胞体の中に複数の核が存在する細胞
を分化した細胞である判断し評価した。細胞
が受ける圧縮刺激は 2 kPa であり、12時間に
1回の周期でそれぞれ10分間の刺激を与えた。
そして、3 日後と 8 日後の分化の状態を蛍光
観察により評価した。比較対象として、培養
ディッシュ内で通常培養した筋芽細胞を用
いた。その結果を図 6に示す。定期的に圧縮
刺激を与えた場合でも刺激の量や刺激を与
える期間によって分化の度合いが異なるこ
とがわかった。具体的には、3 日間の培養日
数では、定期的に刺激を与えた細胞と通常の
培養法で培養した細胞共に融合率は約 16％
であり、この程度の刺激量であれば文化に影
響がないことがわかった。一方、8 日間の培
養日数では、定期的に圧縮刺激を与えた場合
の筋芽細胞が通常の培養方法で分化誘導を
行った場合よりも効果的に分化し、機能を発
現することがわかった。具体的には、デバイ
ス上で刺激を与えながら培養した場合の筋
芽細胞の融合率は約 44％であり、通常の方法
で分化誘導を行った場合は約 25％の融合率
であった。これらの結果より、定期的な圧縮
刺激は分化誘導を効率化するための因子で
あることが示唆されたが、その大きさや期間
によっても分化の状態は大きく変化するこ
とが明らかになった。今後、心筋細胞の分化
誘導を行うためには、これらの最適条件を導
出する必要があることがわかった。 
 

 

図 5 圧縮刺激（9 kPa）を受けた細胞の     
カルシウムイオンの分布 

 
図 6 定期的な圧縮刺激の有無と     

細胞の融合率 
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