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１．概要（Summary） 
 再生医療においてメインとなるのは細胞であるが，細胞
を播種する足場（Scaffold）にも注目が集まっている．この
足場に対し微細加工を施した足場上に細胞を播種・培養
を行うことで，細胞形状・増殖率・分化誘導が著しく影響を
受けることが報告されている．これにより，ナノ加工表面上
と細胞や生体，生体関連物質との相互作用が大きく注目
されており，盛んに研究がされている． 
 一方，微細加工技術はエレクトロニクスやフォトニクス分
野においても急速に発展してきており，バイオ分野に応用
されている[1]．特に半導体作製技術を用いて作製された
足場上に播種した細胞に対しての細胞形状・増殖率・分
化誘導が著しく影響を受けることが報告されている． 
 本研究では高速電子線描画装置等のナノ加工技術を
駆使して、酸化物材料のナノ構造を制御形成し，そのナノ
構造の電気・磁気・光学特性などの優れた多機能物性を
利用して，（幹）細胞培養環境を制御することで人為的な
時間・空間制御を目的とした．細胞足場材料には酸化イ
ンジウムスズ(Indium tin oxide：ITO)を用いた．ITO は
酸化物でありながら電気伝導性(1.5×10-4[Ωcm])がある．
またワイドギャップ半導体(バンドギャップ 3.75eV)としても
知られており可視光を透過する．そのため，液晶パネルや
タッチパッドなどの透明電極に用いられている．またバイ
オ分野においても透明性というのは重要なものであり，光
学顕微鏡を用いて観察できる利点がある．この多機能性
酸化物材料である ITO を用い，半導体作製プロセス技術
によりマイクロパターン溝構造足場である透明電極を作製
した． 
 さらに，作製した電極上にマウスの間葉系肝細胞を播種
した．間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cell : MSC）と
は中胚葉性組織（間葉）由来の体性幹細胞である．特徴と
しては自己複製と骨，軟骨，脂肪，腱，筋肉，及び骨髄を
含む間葉組織系統に分化する能力を有している.また生
体組織内では真皮，骨格筋，脂肪組織などの結合組織
や骨髄間質に存在しており，結合組織の修復や恒常性の
維持，造血幹細胞の増殖や分化の制御に関わっている．
ES 細胞などの万能細胞と呼ばれる細胞においては倫理
的問題や拒絶反応の課題があるが，患者自身の間葉系
幹細胞を用いた自家細胞移植であれば拒絶反応のリスク
が少ないことが報告されている[2.3]のため再生医療への
応用が期待されている．この播種したマウスの間葉系幹細
胞細胞に対し人為的な時間・空間制御を目的として，電

気・磁気刺激を付加した後の細胞を評価した結果を報告
する． 
 
・物理刺激による細胞分化制御（Concept） 
 定電位印加による細胞への影響は様々である．
+400[mV] 以上（vs Ag/AgCl）の定電位印加培養時に
膜の流動性の減少が確認されている．これは膜流動性の
減少は温度降下や圧力上昇に伴う相転移や細胞膜中の
コレステロール増加でも生じる．このように電位印加による
膜の流動性減少は圧力上昇に伴う膜成分の相転移のよう
に負に帯電している細胞膜が静電的に電極へ押し付けら
れることが原因とされている[4]． 
 また，細胞には電位依存イオンチャネルを持つ細胞は
興奮細胞と呼ばれており，神経細胞や筋細胞，ホルモン
シグナル伝達に関連した多くの細胞がこれに含まれてい
る． 
 細胞の内外では電位差が常に存在している．これは細
胞内外での電荷を持つイオン分布が異なることから活性
化していない静止状態の細胞では一般的に電位はマイ
ナスとなっている．活動電位とはこの電位差が刺激によっ
て一時的に逆転する現象である． 
 このように生体内の電気信号を模倣した刺激を付加する
ことで細胞形状，細胞配列，分化へ影響を与えることが知
られている． 
 
２．実験方法（Experimental） 
【利用した主な装置】 
 電子線描画装置（ADVANTEST F7000S-VD01）、マ
スクアライナー（Suss MA6）、フォトリソグラフィー装置 
 
【実験方法】 
・透明ナノ電極作製 
 電子線描画装置、マスクアライナー、フォトリソグラフィー
装置等を用いてガラス基板上にマイクロパターン溝構造を
作製した．溝幅と溝同士の幅は各 1，3，5，7 [μm] である．
その後，高周波スパッタリング法により ITO を堆積させ透
明電極を作製した．この方法を用いることで，マイクロパタ
ーン溝構造を鋳型として任意の材料を表面へ堆積させる
ことが可能となっている． 
 作製条件は以下の通りである．(Table 1) 



 
Table1 Condition of lithography 

 
 
・細胞培養 
 培養する細胞にはマウス胎仔由来の間葉系幹細胞であ
る C3H10T1/2 と ST2 を用いた． 細胞を電極上で 24 時
間培養した後，倒立型位相差顕微鏡を用い細胞の形態
を観察した．同時に無作為に写真撮影を行い，単位面積
当たりの細胞数を計測した．  
 同様に細胞を 24 時間培養した後，電気・磁気刺激を印
加した．電気刺激には作製した ITO 透明電極を作用極と
し，培養液中に浸した白金電極を対極，銀/塩化銀電極
を参照極として 3 電極系を用いた．与える電位は
100[mV] vs Ag/AgCl とした．また，刺激パターンは定電
位，矩形波(Square wave : SW)1 [Hz]と 100 [Hz]を用
いた．磁気刺激には電磁石を用い面内方向かつ，マイク
ロパターン溝構造に平行な方向へ静磁場 (Static 
magnetic field : SMF）を印加した．刺激印加から 24 時
間後，倒立型位相差顕微鏡を用い細胞の形態を観察し
た．同時に無作為に写真撮影を行い，単位面積当たりの
細胞数とアスペクト比を計測した． 

 
３．結果と考察(Results and Discussion) 
 マイクロパターン溝構造足場上において 3 [μm]の溝幅
において細胞接着数において有意であった．1～30 
[μm]のマイクロ構造において，3 [μm]幅の構造が骨分化
誘導に有効であることが先行研究により報告されており．
これは生体内の細胞外マトリクスを模倣する際に，3 [μm]
というサイズが重要な因子であることを示唆している．また，
マイクロパターン溝構造のない平面電極上での細胞はラ
ンダムに配列されているが，マイクロパターン溝構造により
細胞は溝に対して平行に配列した．溝幅の中でも 3 [μm]
が細胞伸長において有意であった．この結果より，電極の
マイクロパターン溝構造の幅を 3 [μm]と決定した． 
 平面な基板をコントロールとし，3 [μm]マイクロパターン
溝構造上で細胞を培養し，電気・磁気刺激印加した．平
面基板とマイクロパターン溝構造上の細胞の接着数を比
較すると溝構造上の細胞接着数は低下傾向にある．この
ことから溝構造による細胞増殖能の阻害が考えられる．ま
た，刺激印加による細胞接着数は矩形波（1 [Hz]）電気刺
激を印加したものが少なかった。刺激印加による細胞増
殖能の阻害が考えられる。 
 次に刺激付加 24 時間後，3 [μm]のマイクロパターン溝
構造上の細胞に対してのコントロールと電気刺激を印加し
たものついて細胞の溝と平行方向への伸長かつ配向が
見られた．また，矩形波（1 [Hz]）電気刺激を印加したもの
が細胞伸長能において優れていた．磁場刺激を印加した
ものは細胞配向並びに伸長は見られなかった．平面基板

上においてコントロールや電気刺激と磁気刺激を比較し
たところマイクロパターン溝構造のような顕著な変化が見
られないことから，材料の表面形状が配向性の因子にな
っていると考えられる．このことから，マイクロパターン溝構
造上の細胞の細胞接着面積は溝上部のみに接着してい
ると仮定すると，平面基板に比べ接着面積は半分となる．
また，間葉系幹細胞はコラーゲンを生成する．平面基板
上にてコラーゲン播種し面内方向へ静磁場を印加すると
磁場対して垂直に配向する．また，細胞とコラーゲンを共
培養することによって磁場に対して細胞も垂直に配向する
ことが報告されている[4]．このことから間葉系幹細胞から
生成されたコラーゲンが磁場に対して垂直に配向し，その
後，細胞接着面積が平面に対して半分になっている細胞
は磁化率異方性により磁気トルク回転を受け磁場配向し
たため，マイクロパターン溝構造に平行に配向しなくなっ
たと考えられる． 
 
・まとめ 
 細胞の人為的な時間・空間制御を目的として，フォトリソ
グラフィー法によりマイクロパターン溝構造を作製した．こ
の構造を鋳型として，高周波スパッタリング法により ITO
薄膜を堆積させ，透明電極を作製した． 
 マイクロパターン溝構造が 3[μm]のものが他の溝幅の
構造のものより細胞接着能，細胞配向能においても有意
であった．マイクロパターン溝構造と磁場刺激によって細
胞の再配向の可能性が示唆された． 
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