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 細胞は，我々生命体の微小な構成要素であり，それ自体が生命とも呼べる存在である．

しかし，その機能については解明されていないことも多い．この細胞の異常が，がんやア

ルツハイマーをはじめとした様々な病理の元となっている．そこで，細胞の機能や刺激へ

の応答を調査し，これら病理の治療法を探る研究がされている．こうした調査の一例が創

薬スクリーニングであり，図 1-1のように，流路内の所望の位置に細胞を配置し，薬品等を

流し，その応答を調査するためのデバイスが提案されている 1-1)．細胞機能の解明のために

は，細胞の集合体としての機能を明らかにすることや，細胞単体での機能を知ることが必

要である．生体内において，細胞は集合体として存在しているため，生体内と同環境であ

ることを重視するならば，細胞の集合体を解析することが望ましい．一方で，細胞が，周

囲に存在する他の細胞と信号伝達などの相互作用をすることが知られている．したがって，

ある刺激に対する応答を調査する際，細胞の集合体ではこの相互作用の影響を排除するこ

とができない．例えば，培養表面を引っ張るなどして細胞の集合体に機械刺激を加えた場

合，培養表面からの刺激と同時に周囲の細胞とも引っ張り合う刺激が発生し，本来調査す

べき刺激への応答のみを計測することができない．つまり，細胞本来の機能（刺激への応

答）を調査するためには，単一の細胞を対象とすることが重要である．そのため，創薬ス

クリーニングを目的としたバイオチップでは，細胞単体での機能や応答を調査することが

求められる．例えば，流路内に単一の細胞が一定の間隔で配列しているようなバイオチッ

プでは，細胞への薬剤による化学刺激とその応答を効率的に調査することが可能である．

しかし，培養用ディシュなどの，場所による表面の材質や形状の差がほとんどない基板で

細胞を培養した場合，その接着する位置は無作為である．そこで，細胞の接着位置を制御

できるような基板が研究されている 1-2)-1-3)．  

 

 

 

図 1-1 細胞の薬品への応答を調査するデバイス 1-1)
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また，再生医療の分野では，図 1-2に示すような，細胞シートと呼ばれる膜状の細胞集合

体が注目されている 1-4)．例えば，角膜細胞を培養し，シート状にすることで，移植可能な

角膜を形成することが可能である（図 1-2 左）．さらに，これを積層すればやがては人工の

臓器の作製も期待できる（図 1-2 中央，右）．移植用の細胞シートは，患者の治療箇所に適

用するため，その形状が重要な要素である．細胞は培養基板を埋め尽くすように増殖して

いくので，目的に応じて適切な形状に形成させるような工夫が必要である．すなわち，細

胞が所望の形状に沿うようにして増殖，シートを形成させることが可能な基板が必要であ

る． 

 

 

 

図 1-2 細胞シートとその応用 1-4)
 

 

 

 以上のような要求から，細胞を接着段階で所望の位置に配置することや，所望の領域内

に増殖させるといった，いわゆるパターニング技術が求められている．本研究では，従来

研究における細胞のパターニング方法を，表 1-1に示すような 2種類に大別している．それ

らを，細胞をマニピュレーションで配置させる直接パターニング法と，細胞自身が自ら配

列する自律パターニング法と定義する．直接パターニング法は，光ピンセットやマイクロ

プローブ等を用いて細胞を“把持”し，研究者自身の手で所望の配置に並べていくという

方法である 1-5)-1-6)．光ピンセットでの細胞の移動機構は，対象とする物体内で屈折した光子
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がその屈折時の運動エネルギを反作用として対象に与え，結果として一定方向へと対象物

を移動させるというものである．図 1-3は，光ピンセットを用いてパターニングしたウシの

赤血球である 1-6)．写真中央の丸いものが赤血球であり，直線状に整列している．このよう

な直接パターニング法は，マイクロプローブでは細胞にダメージを与える（＝侵襲的）手

法であったが，光ピンセットの登場でこれが解決された．しかし，細胞一つ一つを動かし

ていくため，スループットが非常に低いという課題が依然として存在している．このスル

ープットの低さを解決できる手段として，インクジェットによる細胞の吐出および配置が

提案されているが 1-7)，このような方法ではまた侵襲性が問題となってしまう． 

 

 

表 1-1 細胞のパターニング方法 

 

 

 

 

図 1-3 光ピンセットによりパターニングされたウシ赤血球 1-6)
 

適用例
タンパク質のパターニング

表面の形状

長所

所望の領域に配置可能

高スループット

短所 化学物質等の使用

マイクロプローブ

光ピンセット

正確に配置可能

プローブは，細胞へダメージ

低スループット
（細胞を 個ずつ操作）1

（細胞が自律的に配置）



第 1章 緒論 

5 

 

 一方，自律パターニング法とは，培養する基板自体に細胞の接着領域や非接着領域をあ

らかじめ作製しておくことで，細胞自身が自律的にパターニングされる手法である．そも

そも，細胞の接着は，分子細胞生物学の分野において図 1-4に示すようなモデルが提案され

ている 1-8)．すなわち，細胞と基質（細胞接着における足場）との間は，細胞膜を貫通して

存在するインテグリンと呼ばれるタンパク質で繋がれるようにして接着している．細胞は

表面と直接的に接しているわけではなく，細胞接着性タンパク質や細胞外マトリクスを介

して接着している．自律パターニング法では，これらを参考にし，接着領域や非接着領域

を設けている．自律パターニング法は，さらに 2種類のアプローチに大別できる．一つは，

タンパク質などの化学物質を用いたパターニング手法である．この手法では，細胞が接着

しやすい，あるいは接着しにくい化学物質のパターンを設けた基板を用いることで細胞の

接着領域を限定し，結果としてパターニングされた細胞を得ることができる．このような

化学的パターンの作製方法としては，以下が代表的である．まず，前述のとおり細胞は直

接基板に接着しているのではなく，特定のタンパク質等を介して接着している．そのため，

あらかじめそのようなタンパク質を塗布しておくというアプローチが考案されている．ア

ミノ酸のポリマーである α-ポリリジンは，細胞培養の際によく使用される細胞接着性タン

パク質の一つであり，基板の細胞接着性を改善させるためによく使用される 1-9)-1-11)．これ

をパターニングすることができれば，局所的に細胞接着性の違いを作り出すことができる．

すなわち，ポリリジンが存在する領域のみに細胞を配置させることができる．実際に，Chang

らは，ポリリジンで接着領域を限定した基板上で海馬ニューロンを培養することで，図 1-5

に示すようなパターニングに成功している 1-10)．海馬ニューロンの接着領域や神経突起の伸

長領域は，格子状にパターニングされたポリリジン上に限定され，ニューロン同士が接続

してネットワークを形成している．同様に，Fink らは，従来用いられていた金とアルカン

チオラート SAM
1-12)の代わりに，ポリリジンを側鎖にグラフトしたポリエチレングリコール

（PLL-g-PEG）をコーティングしたガラス基板にフィブロネクチンをマイクロコンタクトプ

リントすることで，図 1-6に示すようにより簡易に細胞をパターニングすることに成功して

いる 1-13)． 
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図 1-4 細胞の接着機構 1-8)改訂 

 

 

 

図 1-5 ポリリジンによる海馬ニューロンのパターニング 1-10)
 

 

 

細胞

基質

細胞 基質間接着
（インテグリン）

-

細胞 細胞間接着
（カドヘリン）

-

細胞骨格
（アクチンフィラメント）



第 1章 緒論 

7 

 

 

図 1-6 マイクロコンタクトプリントしたフィブロネクチンによる hTERT RPE-1細胞のパ

ターニング 1-13) 

 

 

 タンパク質自体が吸着しやすいようなパターニングをすることで，間接的に細胞のパタ

ーニングを達成する研究も行われている．松田らは，親水/疎水パターンを設けた基板を用

いることで，図 1-7に示すように細胞のパターニングを行っている 1-14)．これは，タンパク

質が疎水性表面によく吸着するという性質を利用しており，超親水性領域を作製すること

でその部分へのタンパク質の吸着，ひいては細胞の接着を抑制している．類似した手法に，

レーザで基板の接触角を変えることで，その軌跡に沿うようにして細胞を配置させるもの

も存在している 1-15)-1-16)．この他，化学パターニングとして代表的なものに，シランカップ

リング剤 1-17)，細胞接着性コラーゲン 1-18)-1-19)，ラミニン 1-20)等を用いている研究がある．別

の種類の細胞を利用した，細胞のパターニング法も存在している．共培養（Co-Culture）は，

2 種類以上の細胞を同時に培養する培養法であり，主として異なる細胞種間の相互作用を調

査する目的で用いられている．例えば，生体内での細胞が，近隣の細胞からシグナル伝達

を受ける等相互作用をし，その挙動を変化させることが知られている．我々の体内でも，

酸欠状態の細胞から発生したシグナルを受け取り，その方向に血管新生が促進されている
1-21)-1-22)．この共培養において，先に接着した細胞によって接着位置が制限され，図 1-8のよ

うに，後に播種した細胞がパターニングされた状態になることが確認されている 1-23)-1-26)．

このようなアプローチは 3次元的な細胞集合体を作製することにも応用可能である 1-27)．ま
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た，化学的なパターニングではないが，細胞が持つ反磁性という性質に着目した，磁場に

よるパターニングも興味深い 1-28)．  

 

 

 

図 1-7 親水/疎水性パターンによるウシ内皮細胞のパターニング．原理の模式図と培養結果

の位相差像 1-14)
 

 

 

 

図 1-8 共培養によりパターニングされた細胞 1-23)．コントラストの違う領域には異なる細

胞が接着している．スケールバーは 100μm． 
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 上記の化学物質等を用いたパターニング法は，よく制御された細胞パターンを非侵襲的

に得ることができている．一方で，細胞はタンパク質などを“消費”してしまうので，有

効にはたらく期間に制限があるという課題が存在する．また，細胞が本来存在している生

体内は，実験で使用するディッシュ底面のような平面ではなく，いくらかの凹凸構造を持

っている．微細構造化した表面で生体模倣が行えることが示唆されていることや 1-29)，図 1-9

のように微細構造を設けることで細胞の接着位置を制御することができるという報告もあ

り 1-30)，微細構造を細胞培養の足場として適用する事例も増えている．特に，先に挙げた創

薬スクリーニングの例では，細胞を流路内に配置することが必要とされるが，流路内への

化学物質の局所的なパターニングは困難である．一方，そのような流路のほとんどが作製

プロセスに PDMSのモールディング技術を使用しているため，モールド側の表面を改質す

るなどして流路内を微細構造化することは比較的簡易であると言える．また，表面の形状

によって細胞の接着および増殖領域を制御することができれば，細胞シート用の足場とし

ての応用も期待できる．そして，微細構造化した表面での生体模倣により，生体内と同様

の機能を持つ細胞シートや人工臓器が作製できる可能性がある．  

 

 

 

図 1-9 微細構造化した基板を足場とした細胞の接着位置制御 1-30)．赤く光っているものが

細胞である． 

 

 

微細構造，特に表面の形状による細胞のパターニングは，上記のような利点から細胞培

養用の足場として研究されており，細胞はある微細構造に対しては選択的に接着する一方

で，他の微細構造には接着しなくなるというような性質を持っていることが判明している．

一方で，なぜそのような傾向があるのか，微細構造の何が細胞の接着に影響しているのか

は，未だに明らかでない．本研究ではこの原因を以下のように考えている．まず，多くの
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研究で，他の研究と比べ，細胞の種類や足場となる基板の材質，そして微細構造の形状等

が統一されておらず，研究分野全体で体系的にまとめることができていない．つまり，採

用している微細構造がピラー構造であったり 1-30)
 単純な溝構造であったり 1-31)-1-35)と，それ

ぞれの構造での傾向は明らかになっているが，構造が変わるとその結果を応用できない，

いわば対症療法的な研究が主である．このような課題の解決のためには，同じ評価指標を

用いて，体系的に細胞への影響を調査することが必要である． 

 以上のような理由から，基板をエッチング等で荒らすことで微細構造を作製し，これを

細胞培養の足場として適用するという研究が行われている 1-36)-1-41)．これらの研究では，エ

ッチングの時間等を変えることで異なる表面粗さを持った表面を作製し，その表面粗さと

細胞の接着性との関係を調査している．この手法では，表面粗さという共通の評価指標で

の体系化が試みられているが，いくつかの課題が存在している．まず，表面を荒らすこと

で得られる微細構造は規則的な構造では無いため，特異的に荒れた場所が存在する可能性

がある．したがって，表面粗さは評価する領域によって異なる値をとる．以上から，体系

的調査のためには規則的な形状を用いることが必要であり，ランダムな形状では傾向を調

査することが困難である．実際に，以下の二つの研究では Siウエハを荒らして作製した基

板上で同様の細胞を培養しているが，その際の傾向が異なっている．Fanらの研究では，表

面を荒らした Siウエハ上で神経細胞を培養した際，算術平均粗さ Raが 25nmの時にもっと

も良い生存率を示すことを報告している 1-42)．一方で，Khanらの報告によれば，同じ基板

材質，エッチング方法，神経細胞を用いても，表面粗さ Raが 60-70nmなる Siウエハでも

っとも良い生存率を示した 1-43)． 

 同じ細胞の種類，同じ材質の基板を用いて，異なる結果が出る理由として，本研究では

以下に着目した．そもそも，このような研究における“表面粗さ”とは，正確には算術平

均粗さを示している場合がほとんどである．算術平均粗さとは，表面の荒れ状態を表す代

表的な指標の一つにすぎず，算術平均粗さのみでは表面の特徴を完全に表すことはできな

い．その一例として，図 1-10のような断面形状を持つ二つの構造を考える．図 1-10(a)は丸

みを帯びた凸形状を持っており，図 1-10(b)は比較的鋭い凸形状を持っている．また，(b)は

(a)の反転形状であり，両者は共通の粗さ曲線を持つ．両者は見かけ上，異なる幾何形状を

持つ表面であるものの，粗さ曲線が共通であることから，その算術平均粗さは同一の値と

なってしまう．以上より，算術平均粗さのみで表面を分類することはできないことがわか

る．この問題の解決のためには，粗さの評価としては複数の指標を用いることが必要であ

る． 
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図 1-10 同一の算術平均粗さを持つ 2表面の断面曲線 

 

 

 表面粗さの指標として，トライボロジ分野では，最大高さ粗さ Rz，十点平均粗さ RzJIS，

算術平均粗さ Ra，二乗平均平方根粗さ Rq，凹凸の平均間隔 Sm，局部山頂の平均間隔 S，負

荷長さ率 Rmr(c)，歪度 Rsk，尖度 Rku，粗さ曲線要素の平均高さ Rc，相関距離 β，そして空間

周波数 νの 12指標を代表として挙げている．ここで，前述した通り，細胞の接着に影響す

る要因を調査する場合，その形状は規則的なものであることが望ましい．上記の表面粗さ

の指標は，規則的な構造を分類する際，他の指標と同じ意味となるものが存在する．そこ

で，本研究では着目する指標として，算術平均粗さ Sa，歪度 Ssk，そして尖度 Skuを選定し

た．まず，2次元での算術平均粗さ，歪度，そして尖度の定義はそれぞれ以下のとおりであ

る 1-44)． 
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          (1-3) 

 

ここで，f(x)は粗さ曲線を，Lは基準長さを，Rqは Raの標準偏差を表している（図 1-11参

照）．Sa，Ssk，そして Skuはこれらの値を 3次元空間に拡張したものである．算術平均粗さ，

歪度，尖度の定義は以下のとおりである． 

 

   
 

 
                

 
      (1-4) 

    
 

  
  

 

 
    

      
           (1-5) 

    
 

  
  

 

 
    

      
           (1-6) 

 

ここで，f(x,y)は粗さ曲線を，Aは基準面を，Sqは Saの標準偏差を表している．歪度とは山

と谷の対称性を表す指標であり，その正負や絶対値の大きさで，粗さ曲線（面）の分布が

上下（山谷）のどちらに偏っているかを表す．例えば，図 1-10(b)のような形状の場合，算

術平均粗さは同じ値をとるが，歪度の正負でどのような形状であるのか判断することがで

(a) 丸い凸を持つ構造 (b) 鋭い凸を持つ構造
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きる．尖度とは高さの分布に関する指標であり，その断面（表面）がどれだけ尖っている

かを表す．図 1-11(c)のように，尖度 Sskが 3より大きい場合，高さの分布は中央付近が多く

なり，鋭い山や谷が多いことがわかる．表面に山や谷が多くなく，全体的に平坦である場

合尖度は 3 より小さい値をとる．尖度が 3 と等しい場合，その粗さ曲線の高さ分布は正規

分布となる．以上の 3 つの幾何的特徴量を評価指標として用いれば，同一の算術平均粗さ

を持つ基板であってもその表面形状を分類することができると考えられる． 

 

 

 

図 1-11 粗さ曲線とその評価指標 

 

 

 次いで，微細構造の作製方法について考える．微細構造の形状は，上述した課題の存在

から，規則性のある構造が望ましい．そのような規則性のある構造の作製手法は半導体リ

ソグラフィを用いたトップダウンプロセスや，自己集積によるボトムアッププロセスが主

である．半導体リソグラフィでは煩雑な工程が必要なことや，使用する薬品に細胞毒性が

ある可能性がある．また，図 1-10 のような曲面形状を作製することが非常に困難である．

一方で，微粒子は簡易な手順で所望の形状に自己集積させることが可能であり 1-45)-1-51)，そ

の創成表面は極めて規則的な幾何形状を有する．また，これをマスクとしたエッチングに

L

f(x)

x

Rsk > 0Rsk < 0

x

f(x)

(a) Roughness ( )Ra

(b) Skewness ( )Rsk

(c) Kurtosis ( )Rku

Rku > 3

x

f(x)

Rz

Rku < 3
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より，Si ウエハの微細構造化が行われている 1-52)-1-53)．これらの研究では，丁度図 1-10(b)

のような形状の作製に成功している．このような，半導体リソグラフィ等では作製するこ

とが難しい曲面を創生することができるのも，微粒子ならではの利点である．更に，整列

した微粒子は細胞培養の足場として適用できる 1-54)-1-61)． 

 そこで，本研究では，まず微粒子を用いて微細構造を作製し，これを細胞接着の足場と

して適用することで細胞のパターニングを行うことを目的とする．そして，そのような微

細構造のどういった幾何的特徴量が細胞の接着に影響をおよぼしているのかを明らかにす

ることを目的とする． 

 ここで，本研究で調査対象とすべき微細構造を考える．まず，微粒子の上に，そもそも

細胞が接着するのかを調査する必要がある．この調査には，パターニングした微粒子列は

必要ないため，ランダムな形状の微粒子列を作製する．次いで，微粒子列の持つ特徴量と

細胞の接着等との関係を明らかにするため，パターニングした微粒子列を作製する必要が

ある．微粒子列の作製方法が，直線状の構造の作製に長けていることから，ラインアンド

スペース形状の微粒子列を作製する．この微粒子列の作製において，粒径や整列パターン

を変更することで，様々な特徴量を持った構造を作製することができる．最後に，算術平

均粗さ，歪度，そして尖度といった幾何的特徴量の調査には，微粒子をマスクとして用い

た Siウエハの反応性イオンエッチング（RIE）が有効である 1-52)-1-53)．また，その Siウエハ

をモールドとして形状転写した微細構造は，元の微細構造と共通の粗さ曲線を有する．こ

れを利用することで，算術平均粗さの値は変えずに，他の幾何的特徴量を制御することが

可能である． 

 本論文の構成は以下のとおりである．また，論文全体の構成を図 1-12に示す． 

 第 1 章は緒論であり，研究背景となる微細構造と細胞接着に関する先行研究の成果や課

題についてまとめ，次いで本研究の目的，アプローチ，および研究上の位置付けを示して

いる． 

 第 2章では，微粒子の自己整列による足場作製について示している．直径 0.5 ~ 2μmのシ

リカ（SiO2）またはポリスチレン（PS）微粒子の懸濁液を準備し，以下の 2 種類の方法で

自己整列を試みている．一方は，ガラス基板および PSディッシュ上に懸濁液を滴下し，不

規則形状の微粒子列を作製している．他方は，あらかじめマイクロコンタクトプリントで

疎水性単分子膜のラインパターンを形成した基板に移流集積法を適用し，幅数 10μmのライ

ン状の微粒子列を作製している．いずれの場合においても微粒子は六方最密充填構造であ

り，深さが粒径の半分（0.25~1μm）の周期的な凹凸ができており，細胞の接着が期待でき

る表面アスペリティが得られている． 
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 第 3 章では，微粒子列を用いた細胞のパターニングについて示している．微粒子列を作

製した PSディッシュとガラス基板のいずれにおいても，その平面部に比べて微粒子列への

接着細胞数が多いことがわかった．一般に，ガラス基板への細胞接着性は低いとされてい

るのでので，微粒子列の表面幾何形状が細胞接着性を向上させたと考えられる．次いで，

ライン状の微粒子列の場合に，PC12，HeLa，C2C12 細胞はいずれも微粒子列上に選択的に

接着，配列した．すなわち，微粒子列による細胞の自律パターニングが実証できたと言え

る．ここで，微粒子列の間隔が 60μm以下の構造では，90%以上の細胞が微粒子列に接着し

たが，80μm以上では次第に減少した．培養中のインプロセス観察から，細胞は遊走を経て，

播種後 24時間で微粒子列に到達していたことから，細胞パターニングには細胞の遊走距離

を考慮した構造設計が必要であることがわかった．播種後 1週間の HeLa 細胞は微粒子列の

みを覆うようにして増殖しており，微粒子列上での選択的な細胞成長も確認できた．そし

て，神経細胞様に分化した PC12が神経突起を微粒子列に沿うようにして伸長させることも

わかった． 

 第 4 章では，表面の幾何的特徴量が細胞の接着と成長に及ぼす影響について示している．

本研究では，細胞の接着面積等の観点から，算術平均粗さ Sa，歪度 Ssk，尖度 Skuという 3

つの幾何的特徴量に着目している．これらは凹凸の深さ，対称性，そして分布を表してお

り，それらの異なる表面を次のように作製している．微粒子列をマスクとして Si ウエハを

ドライエッチングし，高さ数 10nm～数 100nmのマイクロピラー配列を形成する．この形状

をマスターとして転写することで，Saが 13 ~ 46nm，Sskが-0.6 ~ 0.8，そして Skuが 2.7 ~ 3.3

の微細形状をもつシリコーン樹脂（PDMS）の作製に成功した．これらの PDMS 上で細胞を

培養した結果，Sskが小さいほど微細形状への接着細胞数が多くなるが，Saや Skuとの相関

は低いことがわかった．また，細胞の成長方向は特徴量にかかわらず微細構造に沿ってい

た．微細構造化した PDMS に比べて微粒子列の方が細胞はより選択的に接着するが，これ

は微粒子間の空隙がグルコースの供給路として機能したためと考えられる． 

 第 5 章は結論であり，本研究で得られた成果についてまとめるとともに今後の展望につ

いて述べている． 
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図 1-12 本論文の構成 
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2.1 緒言  

 本章は，細胞培養用の基板（足場）として，所望の形状を簡易に作製することができる

微粒子に着目し，微粒子を自己整列により微細構造化することを目的としている．まず，

微粒子の懸濁液を基板に滴下し，アイランド状の微粒子構造を作製する．滴下した懸濁液

の溶媒が蒸発することで，微粒子が自律的に構造化した．次いで，移流集積法と呼ばれる

手法によって，微粒子をラインアンドスペース状に整列させる．微粒子は，基板を懸濁液

から一定速度・一定角度で引き上げることで，濡れ広がった溶媒の乾燥に伴い発生するメ

ニスカス力等のはたらきで，基板表面に自己集積化する．この際，引き上げる基板に疎水

性の自己組織化単分子膜をライン状に成膜することで，φ500nm ~ 2μmの SiO2微粒子を，幅

約 40μmのラインアンドスペース構造状に整列させた． 
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2.2 表面の定義  

 本節では，本研究で細胞培養用足場として適用する表面について，改めてその特徴量を

定義する．特徴量とは，その対象を説明・表現するために必要なパラメータである． 

 まず，接着をはじめとする細胞の機能にかかわる要因は，生化学的な要因，物理化学的

な要因，そして構造力学的な要因の 3種類に分類されると考えられている 2-1)．生化学的な

要因とは，ホルモンや成長因子などの生体分子が該当する．物理化学的な要因とは，温度，

pH，酸素濃度，表面エネルギなどが相当する．構造力学的な要因とは，弾性率，マイクロ・

ナノトポグラフィなどが相当する．これを踏まえ，細胞培養表面の持つ特徴量のうち，細

胞の接着に影響するものを考える． 

 ある表面の持つ特徴量は，その表面を構成する材質由来の「物性」と，表面の持つ「形

状」の 2種類に大別できる．第 1章で紹介したように，表面の物性と細胞の接着との関係

を対象とした研究が多く行われている．例えば，物性の一つ，機械的性質として，細胞培

養表面の弾性率と細胞の接着との関係を調査した研究がされており，一定以上の弾性率を

持った表面でないと細胞はアクチンフィラメントをはじめとする細胞骨格の形成に影響す

ることや，ハイドロゲルなどの“柔らかい”材料が，細胞に生体内と同様の機能を発現す

るために必要であることが明らかになっている 2-2)．また，細胞接着性タンパク質の有無や，

それらの吸着に影響を及ぼす表面の濡れ性，電荷，そして官能基といった化学的・電気的

性質に関しても，細胞の接着に影響を及ぼすことがわかっている．細胞はそれ自体が活動

に酸素を必要とするので，ガス透過率も影響因子として考えられる．実際に，PDMS はその

優れた酸素透過率から，マイクロ流路などの細胞培養用デバイスの素材として採用されて

いる 2-3)-2-4)．また，細胞の接着を，細胞-足場界面の形成と捉えれば，濡れ性とは別に，表

面・界面エネルギも細胞の接着に影響する可能性がある． 

 表面が本来持っている性質以外に，加工プロセスによって新たに導入される性質も考え

られる．Siウエハのウェットエッチングは代表的な微細構造作製技術の一つであるが，そ

のエッチングの際，エッチャントに含まれるイオンや反応生成物が基板表面に残留するこ

とがあり，腐食の原因等となることが知られている．また，細胞はその信号伝達に濃度勾

配を利用したイオンの授受を利用していることがわかっており，その際にはカリウムイオ

ンやナトリウムイオン等が用いられる．従って，加工プロセスによって表面にそのような

イオンが残留した状態であれば，細胞がそれを認識してしまう恐れがある．本研究ではこ

ういった特徴量も，表面の材質由来として分類する． 

表面の形状についても，細胞の接着との関係を調査した研究が多く存在している．例え

ば，荒れた表面に細胞が接着する場合，その接着の形態によって細胞-表面界面の面積（接

着面積）が変わる．平面と面接触している場合を基準とすれば，荒れた表面と面接触して
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いる場合にはその接着面積は大きく，点接触している場合には小さくなる．こうした接着

面積は接着部に吸着しているタンパク質の量に影響するため，細胞の接着に影響する可能

性がある 2-5)-2-6)．また，Wenzelや Casssie-Baxterのモデルのように，表面の形状によっては

濡れ性が変化してしまうことも考えられる 2-7)-2-8)．この他，微細な孔構造なども，表面の形

状の特徴として考えられる．例えば，連通多孔質材料を足場として用いることで，細胞に

新鮮な培地を供給し，細胞の老廃物は排出させることを狙った研究があり，一定の成果を

上げている 2-9)-2-11)． 

以上から，本研究では表面の持つ特徴量を，図 2-1に示すようにまとめている．第 1章で

も述べたとおり，表面の材質由来の特徴量が細胞の接着等に及ぼす影響については，様々

な研究によって体系化されている．一方で，幾何形状の影響は，その影響因子が何である

かわかっていない．そこで本研究では，細胞培養用表面を単一の材料で被膜することで，

材質由来の特徴量を一定にし，幾何形状の持つ影響のみに着目することを試みる． 

 

 

 

図 2-1 表面の持つ特徴量 
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幾何形状
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2.3 微粒子自己整列の基本機構  

 前節では，本研究が細胞培養表面の形状が細胞の接着に及ぼす影響を対象とすることを

説明した．以降では，本研究で作製する微細構造について説明している．第 1章で述べた

ように，微粒子の自己整列を応用することで，簡易かつ低コストで微細構造化した表面を

作製することが可能である．そこで，まずはその自己整列の基本機構について説明する． 

固体基板上で微粒子懸濁液の溶媒が蒸発する場合を考える．溶媒の蒸発に伴う接触角の

変化と微粒子間にはたらく力は図 2-2で示される．まず，図 2-2の上のように，微粒子が溶

媒中に分散している（懸濁液）とする．溶媒の蒸発に伴い，微粒子の表面が溶媒界面に接

触すると，その接触面は図 2-2の中央のようになる．ここでの接触角は θAとなり，主に下

方向に液架橋力がはたらく．結果として，微粒子は基板表面に押し付けられる．この際，

微粒子の周囲に他の微粒子が存在する場合，微粒子間に液架橋が発生する．接触角は θBと

なり，液架橋力が微粒子同士を引き付け合うように発生する．結果として，溶媒の蒸発後，

分散していた微粒子はお互いに引き合い，基板表面に六方最密充填した状態で整列する（図

2-2下）2-12)-2-25)． 

 

 

 

図 2-2 微粒子自己整列の基本機構 

F F
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g g
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2.4 微粒子の自己整列  

2.4.1 微粒子懸濁液の準備 

 微粒子は，上記の原理を利用するため，懸濁液の状態で使用する．ポリスチレン（以下，

PS）微粒子（Duke Standards，Thermo Fisher Scientific）は，懸濁液の状態で購入し，超純水

を加えて微粒子濃度を 1wt%に調整した．シリカ（SiO2）微粒子（ハイプレシカ，宇部日東

化成）は粉末状態で購入し，超純水を溶媒として，微粒子 1wt%，ドデシル硫酸ナトリウム

0.1wt%となるよう調整した．ドデシル硫酸ナトリウムは界面活性剤であり，微粒子同士の

凝集を防ぐ分散剤として添加している．図 2-3は SiO2微粒子が分散した懸濁液である．微

粒子が分散しているので，溶液は白濁しており，背景が透けて見えない． 

 

 

 

図 2-3 分散状態の懸濁液 
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2.4.2 微粒子整列基板の準備 

 微粒子を微細構造化させる基板として，Siウエハ（松崎製作所），ガラス基板（S1225，

松浪ガラス，ソーダ石灰），そしてポリスチレンディッシュ（Thermo Scientific，φ35mm）を

用いた．微粒子は懸濁液の状態から用いるため，基板は親水性であることが望ましい．そ

こで，Siウエハとガラス基板は流水による洗浄（5分間），エタノールでの超音波処理（5

分間），超純水による超音波処理（5分間）を行った後，ピラニア処理による親水化を行っ

た．ピラニア処理とは，ピラニア溶液（硫酸：過酸化水素水＝3：1，70°C）に基板を浸漬

させる処理であり，基板表面に付着した有機物を除去でき，更に基板表面にはヒドロキシ

基（-OH）が付加され親水化される． 

 実際に基板が親水化しているかどうか調査するため，基板に超純水 1μlを滴下し，その際

の水接触角を観察した．図 2-4は，ピラニア処理前後の，ガラス基板の水接触角変化である．

洗浄のみを施したガラス基板の水接触角は 72°であった．ピラニア処理を施したガラス基板

は親水性を示し，その水接触角は θ < 5°となった．以上から，基板の親水化に成功したと言

える． 

 

 

 

図 2-4 ピラニア処理前後でのガラス基板の水接触角変化 

  

72o



第 2章 微粒子の整列による微細構造の作製 

28 

 

2.4.3 滴下による微粒子整列 

 アイランド形状の微粒子は，図 2-5に示すように，微粒子懸濁液 1滴を基板に滴下し，24

時間自然乾燥させることで作製する 2-26)-2-27)．なお，本構造の作製に用いた微粒子は，粒径

1μmのシリカ（以下 SiO2）およびポリスチレン（以下 PS）微粒子である．作製した粒径 1μm

の SiO2微粒子列を，走査型電子顕微鏡（以下 SEM，VE-9800SP，KEYENCE）で観察した．

図 2-6 は，観察した微粒子列の SEM像である．微粒子は観察像のように，六方最密充填し

ている．つまり，頂点間の距離は微粒子の粒径に依存し，細胞の代表寸法に比べ小さい値

となっている．また，微粒子が六方最密充填していることがわかる．ただし，滴下によっ

て作製される微粒子列は図 2-5(c)の模式図のように単層部分と複層部分が混在しているの

で，観察領域によって表面の幾何的特徴が大きく変わってしまう．また，微粒子列の端面

は不規則な形状をとっている． 

 以上より，懸濁液の滴下による微粒子の整列に成功した． 

 

 

 

図 2-5 アイランド形状の微粒子列作製方法 

 

 

 

図 2-6 アイランド形状の微粒子列 

(a)　懸濁液の滴下

基板

懸濁液

(b)　溶媒の蒸発 (c)　微粒子の自己整列

10 m
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2.4.4 微粒子列の配置技術 

 懸濁液の滴下による微粒子列の作製は，簡易に微粒子を整列させることができる一方で

その形状は不規則なものであり，所望の配置をすることができない．そこで，微粒子の局

所的な配置が可能となるいくつかの手法が提案されている． 

 マニピュレーション法は，第 1章で紹介した細胞の非自律的パターニングと同様に，マ

イクロプローブや光ピンセット等で微粒子を 1個ずつ操作する手法である 2-28)-2-33)．本手法

では，図 2-7のように φ10μmのポリスチレン微粒子を操作できている．一方で，精密なパ

ターニングが可能である一方スループットが低いという課題が存在する． 

 

 

 

図 2-7 ポリスチレン微粒子の光ピンセットによるマニピュレーション 2-28)
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 二溶液法は，増田らによって考案された微粒子のパターニング法である 2-34)-2-35)．親水/

疎水パターンを設けた基板上に，メタノールを溶媒とした微粒子懸濁液を滴下する．懸濁

液は疎水領域からはじかれ，親水領域に沿うように濡れ広がる．この状態で，メタノール

と溶解しにくいデカヒドロナフタレン溶液内に基板を浸漬させる．メタノールはデカヒド

ロナフタレン中に徐々に溶解していき，コロイド溶液の収縮および乾燥が生じる．この際

に発生するメニスカス力によって微粒子が充填する．図 2-8は，この方法によって作製され

た微粒子列である．微粒子が緻密に構造化している様子が確認できるが，構造化の原理と

しては上述の滴下での作製と同様であり，微粒子を単層で整列させるためにはパターンに

応じた濃度および滴下量の調整が必要である．実際に，微粒子で構成された球体の作製な

ど，立体的な構造の作製に長けている． 

 

 

図 2-8 二溶液法により作製された微粒子構造 2-34)
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 マイクロコンタクトプリントは，表面に被転写物を塗布した，ポリジメチルシロキサン

（以下 PDMS）等をスタンプとして用い，押し付けることで基板に対象を転写する技術であ

る．Yanらはこの方法を用いて，図 2-9のように凸状ラインアンドスペース構造に整形した

PDMS の凸部に微粒子を転写し，更に別の基板に押し付けることでこの微粒子を再度転写し

ている 2-36)-2-37)．微粒子を転写する基板にはポリマーの薄膜が製膜されており，ガラス転移

点まで昇温した状態で転写している．図 2-9右の SEM 写真のように，幾本もの微粒子列を

単層に配列させることが可能であるが，ガラス転移点までの昇温によって，微粒子列間の

ポリマー薄膜が平面ではなくなってしまう恐れがある． 

 

 

 

図 2-9 マイクロコンタクトプリントによって作製された微粒子列 2-36)
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 移流集積法（ディップコート法）は，図 2-10のように，微粒子懸濁液から基板を一定速

度・一定角度で引き上げることで，その表面に微粒子を単層で自己集積化させる技術であ

る 2-38)-2-44)．この際，引き上げる基板に親水/疎水パターンを設けることで，親水部のみに微

粒子を整列させることが可能である．本研究では，作製される微細構造の規則性に着目し，

この移流集積法を採用した．また，移流集積法はその整列方法からラインアンドスペース

形状の作製に向いているため，本研究でもラインアンドスペース形状を採用することとし

た． 

 

 

   

図 2-10 移流集積法の概要 

 

 

 ここで，基板に Siやガラスを用いることで，ピラニア処理による親水化および疎水性単

分子膜の形成の両方が可能である．オクタデシルトリクロロシラン（以下，OTS，Thermo 

Fisher Scientific）は，図 2-11に示すように，Si基板やガラス基板表面の OH 基と反応する．

この反応は OTS と基板が触れた面内で連続的に発生し，自己組織化単分子膜（Self-assembled 

monolayer，SAM）を形成する．この結果，疎水基であるオクタデシル基が表面に露出し，

OTS-SAMが存在する部分は疎水性を示す． この OTS をパターニングすることで，所望の

形状を持つ微粒子列を作製することができる． 

 

 

懸濁液

基板

Siウエハ，ガラス基板

(c) OTS　基板への 転写

親水部

疎水部

微粒子

(d)　懸濁液からの引き上げ

モールド

PDMS

(a) PDMS　 のモールディング (b) OTS　 のインキング

OTS
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図 2-11 基板上への OTS単分子膜形成 

 

 

 OTSのパターニングは，PDMSをスタンプとしたマイクロコンタクトプリントによって

行った．この手順を図 2-12に示す．まず，あらかじめ作製したモールドに PDMS を流し込

み，硬化させることでスタンプを作製する．OTS-シクロヘキサン溶液（2vol.%）を調整し，

ベンコットに滴下する．PDMSスタンプを上記ベンコット上に 10秒置き，スタンプ表面に

OTS を付着させる．その後，余分なシクロヘキサンを乾燥させるため，3分間静置する．基

板に PDMS スタンプを 7分間静置し，その接触部に OTS-SAMを形成させる．なお，OTS

は光や水とよく反応するため，上記までの工程はすべてグローブボックス（UN-650F-B1006，

UNICO）内で行った．OTS-SAMを形成させた基板は，ピラニア溶液に 3 分間浸漬した後，

流水で 10分間洗浄した．以上の工程により，基板上に OTS-SAMが形成される．図 2-13は，

先行研究において同一の工程で Siウエハに成膜したラインアンドスペース状の OTS-SAM

の ESEM像であり，OTSが成膜された箇所とされていない箇所で，異なる大きさの液滴が

形成されている 2-39)． 
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図 2-12 OTS-SAMの成膜方法 

 

 

 

図 2-13 ラインアンドスペース状に成膜された OTS-SAMの ESEM像 2-39)
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 次いで，親水/疎水領域を形成させた基板上に微粒子を整列させる．上記の基板を，図 2-14

で示す電動スライダ先端に取り付け，微粒子懸濁液を張ったシャーレに 1cmほど浸す．規

定の速度・角度で電動スライダを動かし，基板を懸濁液から引き上げる．溶媒の蒸発と微

粒子間に発生する液架橋力により，懸濁液中の微粒子が基板の親水部に自己組織化する．

引き上げる際の条件は，先行研究を参考に，すべて引き上げ角度 30°，引き上げ速度 20μm/sec

で行った 2-38)-2-44)．本条件で引き上げを行うことで，基板表面に単層の微粒子列を形成させ

ることが可能である． 

 

 

   

図 2-14 引き上げ装置とその模式図 

 

 

 図 2-15は本手法で作製した微粒子列の SEM像である．微粒子は滴下で作製したものと同

様，六法最密充填しており，なおかつ単層である．今回，OTS-SAM形成のための PDMSス

タンプには凹部凸部ともに 50μmのものを使用したので，基板に形成される親水/疎水パタ

ーンの幅はどちらも 50μmである．しかし，実際に作製された微粒子列の幅は約 30-40μm，

間隔は約 60-70μmとなった．金森らの研究において，親水部の幅よりも整列した微粒子列

の幅が一定の割合で狭くなることが報告されており 2-39)，本研究でもこれと同様の結果とな

った．したがって，所望の形状に微粒子を整列させる場合には，この減少分も考慮に入れ

る必要がある．次いで，この微粒子列の表面形状を，走査型プローブ顕微鏡（以下 AFM，

SPM-9700，島津製作所）で測定した．図 2-16は観察した微粒子列の AFM像である．AFM

像からも，微粒子が六方最密充填していることがわかる．また，微粒子列の高さは，微粒

子の粒径と同じく 1μmであり，このことからも単層に整列していることがわかる．そして，

微粒子によって構成されている微細構造は極めて規則的な構造である．本研究では，細胞

培養用の足場として，φ500nm，φ1μm，φ2μmの SiO2微粒子をそれぞれラインアンドスペー

ス状に整列させている．ここで，φ1μmの微粒子列を足場として PC12 細胞（接着時の代表

寸法：25μm）を培養した際の，微細構造と細胞との大きさの関係は，縦方向のスケールを

懸濁液
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考慮せずに図示すると，図 2-17 のような関係になる．足場表面の形状は微粒子の球形状を

反映しており，その頂点間のピッチは細胞と比べ小さくなる．この図のように，微粒子の

粒径が，1μm，細胞の接着時の代表寸法が 25μmの場合，細胞 1個の 1辺あたりに存在する

凹凸の数は約 25個となる． 

 

 

 

図 2-15 ラインアンドスペース形状の φ1μm SiO2微粒子列の SEM 像 

 

 

 

図 2-16 ラインアンドスペース形状の φ1μm SiO2微粒子列の AFM 像 
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図 2-17 細胞と微細構造の大きさの対比 

 

 

2.4.5 微粒子整列に関するまとめ 

 本研究では，アイランド形状の微粒子列を，滴下法により作製した．また，ラインアン

ドスペース形状の微粒子列を，OTSのマイクロコンタクトプリントと移流集積法を組み合

わせることで作製した．いずれの構造も微粒子の球形状に由来した微細な凹凸を持ってお

り，細胞培養用の足場としての適用が期待できる．なお，本論文中では，前者を「微粒子

列」，後者を「微細構造化した微粒子列」と呼称する． 

 本章で作製した微細構造化した微粒子列は，φ500nm，φ1μm，φ2μmの SiO2微粒子が単層

に整列したものである．したがって，構造の高さおよび空間波長は，その粒径に相当する

500nm～2μmとなる．構造の高さに関して，様々な研究から，十数 nm程度の高さを持つ構

造では細胞の接着性が良く 2-45)-2-48)，100nm程度では接着性が悪くなり 2-49)-2-50)，更に数百

nm程度ではまたよく接着するようになることがわかっている 2-51)．また，規則的なホール

構造のピッチの影響が調査されており，これは空間波長に相当する．ホール構造のピッチ

が十数 nm程度で細胞はよく接着し 2-52)，200～300nmでは接着性が悪くなり 2-53)-2-55)，400nm

でまた良くなるということがわかっている 2-56)．本研究では，以上のように先行研究で接着

性が良くなるとされている 500nm程度の構造の高さおよび空間波長から調査範囲を広げ，

マイクロメートルオーダーの構造の高さおよび空間波長に関して調査する． 

  

  

細胞

微粒子

基板
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2.5 ラインアンドスペース構造の作製  

 本研究では，微粒子列の持つ，表面の微細なアスペリティが細胞の接着に影響すると考

えている．一方で，細胞の接着への影響がそのようなアスペリティによるものなのか，そ

れとも単に段差の存在によるものなのか，明らかにする必要がある．この検証には，同等

の高さを持つラインアンドスペース構造を細胞培養の足場として適用し，両者を比較すれ

ばよい．ラインアンドスペース構造は光硬化性樹脂を用いたナノインプリントで作製する

ことができる．本研究では，光硬化性樹脂として，PAK-02（東洋合成）を使用した．図 2-17

にナノインプリント装置（EUN-4200，太洋工業）の写真を示す．構造作製の手順は図 2-18

の通りである．まず，ガラス基板に光硬化性樹脂 PAK-02を滴下する（図 2-18(a)）．次いで，

リッジ構造を持つモールドを，ナノインプリント装置を用いて，PAK-02の塗布されたガラ

ス基板に一定圧力で転写する（図 2-18(b)）．この転写と同時に，紫外線を照射する（図 2-18(c)）．

最後に，モールドを基板から剥離する（図 2-18(d)）． 

 

 

 

図 2-17 ナノインプリント装置 
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図 2-18 ラインアンドスペース構造の作製工程 

 

 

 本工程により作製した構造の，SEM像とAFM像をそれぞれ図 2-19および図 2-20に示す．

所望のラインアンドスペース構造が作製されており，モールドから基板を剥離する際の変

形や破壊は見られなかった．また，構造の幅および間隔は 50μm，高さは 2μmと，モールド

の寸法と同じ値となった．構造の凸部および凹部の表面はなだらかであり，平面であると

言える． 

 

 

 

図 2-19 ラインアンドスペース構造の SEM像 
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図 2-20 ラインアンドスペース構造の AFM像 

 

 

2.6 微細構造へのポリスチレン薄膜形成  

2.6.1 薄膜形成の目的 

 ガラス基板に SiO2微粒子列を整列させた場合，平面部分と微細構造化した部分の材質は，

純度の違いによって厳密には異なる（平面がソーダ石灰であり，微粒子は石英である）．本

研究では微細構造が細胞の接着に及ぼす影響を調査することを目的としているが，第 1章

でも紹介した通り，足場の材質を変更することで細胞の接着性が変化することが報告され

ている．そのため，細胞培養用の足場の材質は，平面部分と微細構造化した部分で一定に

する必要がある．ポリスチレンは一般的な細胞培養用ディッシュの素材であり，細胞毒性

が無く細胞の接着性も良い．そこで，細胞培養表面の材質を一定とするため，基板にポリ

スチレンを被膜したものも用意する． 

 

 

2.6.2 ポリスチレン薄膜の形成 

 固形ポリスチレン（スチレンポリマー，重合度 2000，Wako）にトルエンを加え，スター

ラーで一晩撹拌することで溶解し，ポリスチレン溶液を作製する．これをガラス基板にス

ピンコートし，溶媒のトルエンを揮発させる．この基板をターゲット材とし，ECR による

スパッタを 5分間行うことで，ガラス基板にポリスチレンを被膜させる．まず，以上の方

法でポリスチレン薄膜が形成できているか調査するため，ガラス基板の右半分にマスクを

施した状態で成膜を行った．この方法でガラス基板に成膜したポリスチレンの光学顕微鏡

像を図 2-21に示す．基板の左右で色合いが異なることが観察できる．従って，ポリスチレ

ンが形成されていると考えることができる． 

2m

50m

Ridge
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図 2-21 ポリスチレン被膜を施したガラス基板の光学顕微鏡像 

 

 

 PS薄膜は，微細構造を埋めないようなるべく薄く成膜することが望ましい．そこで，ECR

の成膜時間を制御し，成膜された PS の膜厚を計測することで，時間に対する薄膜の成膜レ

ートを調査した．なお，成膜時間は 1分，3分，5分とした．図 2-22は，製膜された PS 薄

膜の断面プロファイルである．被膜部とガラス平面の境界部に，マスクを剥がす際にでき

たと思われる高いピークが見られるものの，被膜部の厚さはおおよそ一定であり，それぞ

れ 5，15，20nmとなった．この結果をまとめたものを図 2-23に示す．成膜時間の増加に伴

い，ポリスチレンの膜厚は上昇しており，その上昇傾向はおおよそ線形となった． 

 

 

 

図 2-22 ポリスチレン被膜を施したガラス基板の断面プロファイル． 

 

 

20 m
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図 2-23 ポリスチレン薄膜の成膜時間と膜厚の関係 

 

 

 前述のとおり，微細構造に成膜する薄膜はなるべく薄いことが望ましい．一方で，薄膜

は短い成膜時間では不完全な膜となる場合がある．そこで，各成膜時間における薄膜の濡

れ性を評価した．図 2-24は，PS薄膜を成膜した基板に超純水 1μlを滴下し，その際の水接

触角を観察した結果である．(a)が成膜時間 1 分，(b)が 3 分，(c)が 5 分の PS 薄膜の水接触

角を示している．いずれの基板においても，その水接触角は約 20°であった．つまり，成膜

時間によって濡れ性が変化することは無かった．以上より，本研究では，作製した微細構

造への影響が少なくなるよう，成膜時間を 1 分，膜厚を 5nm として，微細構造への成膜を

行う． 

 

 

 

図 2-24 成膜時間と PS薄膜の濡れ性の関係 

 

 

 前述のとおり，基板への PSの被膜は，微細構造部分と平面部分の材質を一定にするため
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の表面電位も統一されていることが望ましい．そこで，PS被膜した基板のゼータ電位を調

査した．測定した基板はガラス基板（PS 被膜有り/無し），ガラス基板全面に単層に整列し

た SiO2微粒子（PS被膜有り）であり，測定はゼータ電位計（ELS-Z1，大塚電子株式会社）

を用いて行った． 

 図 2-25は各基板のゼータ電位をまとめたものである．まず，ガラス基板に着目すると，

そのゼータ電位は PS 被膜の有無によって-34mV から-13mV へと変化している．これは，ガ

ラス基板に他の物質が被膜されていることを示している．次いで，PS 被膜されたガラス基

板と微粒子列に着目すると，両者のゼータ電位は同程度である．このことから，どちらの

基板にも同じ物質が被膜されていることがわかる．ゼータ電位の数値の有意差は，p<0.05

をもって有意とする t検定を行うことで検証した．検定の結果，PS被膜の有無によって，

ゼータ電位が有意に変化していることが分かった．一方で，同じ PS 被膜を施してあるガラ

ス基板と微粒子列とでは，ゼータ電位の値に有意差は無かった．以上より，ラインアンド

スペース状の微粒子列を持つガラス基板に PS 被膜をすることで，微細構造化された部分と

平面部分の材質および電位を統一することができることがわかった． 

 

 

 

図 2-25 各基板表面のゼータ電位 
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2.7 結言  

 本章では，細胞培養用の基板（足場）として，簡易に所望の形状を作製できる微粒子に

着目し，自己整列による微粒子の微細構造化技術について示し，実際に構造を作製した．

アイランド状の微粒子列は，微粒子の懸濁液を基板に滴下し，その溶媒が蒸発することで

構造化した．次いで，自己組織化単分子膜のマイクロコンタクトプリントを利用し，あら

かじめ親水/疎水領域を設けた基板を微粒子懸濁液から一定速度・一定角度で引き上げるこ

とで，親水領域のみに微粒子列を整列させた．この際，疎水性の自己組織化単分子膜をラ

イン状に成膜し，φ500nm ~ 2μmの SiO2微粒子からなる，幅 40μmのラインアンドスペース

構造の作製に成功した．この微粒子列は粒径に依存した高さや表面微細構造を持ち，例え

ば，φ1μmの微粒子からなる微粒子列では，凹凸の深さが粒径の半分に相当する 500nmとな

った．また，基板の材質を一定とするため，基板に PS薄膜を形成した．以上をもって，本

章の目的である，自己整列による微粒子の微細構造化が達成できた． 
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3.1 緒言  

 本章では，微粒子列への細胞の接着およびその成長特性を明らかにすることを目的とし

ている．微粒子列を細胞接着の足場として適用し，細胞の接着位置，増殖の方向，そして

神経突起の伸長方向の制御を試みている．平面と微粒子列とが交互に存在する基板上で細

胞を培養したところ，細胞は平面よりも微粒子列に選択的に接着することがわかった．一

方で，微粒子列と同等の高さを持つラインアンドスペース構造では，細胞の接着位置に選

択性は見られなかった．したがって，微粒子列の持つ微細なアスペリティが細胞の接着に

良い影響を与えていると考えられる．微粒子列への選択的な接着は，PC12，HeLa，C2C12

という異なる特徴を持つ 3種類の細胞すべてで確認された．この際，インプロセス観察に

より，一旦平面部分に接着した細胞が，遊走と伸長により微粒子列に到達していることが

わかった．そのため，微粒子列の間隔が広がるに従い，微粒子列上に接着する細胞の数が

減少した．増殖の方向や神経突起の伸長方向も，微粒子列の長手方向に沿って行われるこ

とがわかった．特に HeLa 細胞では，播種後 1週間経っても，微粒子列からはみ出すこと無

く増殖を続けることがわかった． 
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3.2 培養細胞の選定  

 本論文では，細胞のパターニングを主たる目的とし，それが可能な微細構造の要件およ

びその理由を明らかにする．したがって，対象とする細胞はパターニングすることに意義

のあるものが望ましい． 

 神経細胞は，刺激に対して電気信号のやり取りによってこれを伝達する．しかし，その

伝達経路など解明されていないことが多い．研究者の要求に合わせたネットワーク系を構

成することは，神経細胞の機能を理解する手助けとなる．一方で，神経細胞は増殖能を持

たず，その培養は初代培養と呼ばれる方法で行われる．初代培養では，対象の生物から摘

出した神経細胞を，そのまま in vitroで培養する．そのため，生物の個体差に左右されやす

いという問題が存在する．ここで，ある種の細胞は神経成長因子（NGF，Nerve Growth Factor）

の添加により，神経突起様の構造を伸ばす．こういった，他の種類の細胞へと変化する現

象を「分化」と呼び，神経細胞に分化する能力を持った細胞を用いることで，初代培養を

することなく神経細胞に関する研究が可能である．ラット副腎髄質由来褐色細胞腫（PC12）

は，NGFの添加によって神経細胞様に分化する細胞の一種であり，神経細胞のモデル細胞

としてよく用いられている 3-1)-3-2)．上記の理由から，本論文では，培養する細胞の一つとし

てPC12を対象とする．図 3-1はNGF添加前後のPC12細胞の位相差顕微鏡像を示している．

NGFの添加により，細胞端部から神経突起様の構造が伸びている様子が観察できる． 

 

 

 

図 3-1 PC12 細胞の位相差顕微鏡像．(a)分化前，接着状態の細胞．(b)NGF添加後 24時間

後の PC12 細胞の位相差顕微鏡像． 
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 ここで，微細構造と細胞の接着に関して調査するにあたり，単一の細胞のみを対象とす

ると，研究結果がその細胞特有の現象である可能性を否定出来ない．そこで，PC12 と種類

の異なる細胞を対象とし，同様の実験を行う．まず，細胞自体の大きさが違えば，微細構

造との相対的な関係も変化すると考えられる．したがって，対象とする細胞には代表寸法

の異なるものを用いることが望ましい．ここで，細胞の代表寸法を以下のように定義する．

ポリスチレンディッシュ平面上で 24 時間培養した細胞の面積を計測し，平均を算出する．

細胞を真円形と仮定した際，計測した面積を持つような円の直径を代表寸法と定義する．

PC12 の代表寸法は，非接着状態で 10m，接着状態で 25mである． 

また，PC12は，髄質由来の細胞であるため，髄質との比較として皮質系の細胞が望まし

い．ヒト子宮頸がん由来細胞株（HeLa）は上皮様の細胞であり，取り扱いの容易さなどか

ら広く研究されている細胞である 3-3)-3-4)．その代表寸法は PC12と比べ大きく，非接着状態

で 18m，接着状態で 50mである．マウス横紋筋由来筋芽細胞株（C2C12）は代表的な線

維芽細胞様の細胞であり，筋分化や脳疾患の研究に広く利用されている 3-4)-3-5)．接着時の形

態は細長い形状である．その代表寸法は，非接着状態で 20m，接着状態で 45mである．

以上 3種を用いることで，おおまかにではあるが種類，大きさ，そして接着時の形状とい

った違いを持つ細胞においてどのような影響があるのか調査できる．それぞれの細胞の特

徴を，表 3-1にまとめる．なお，細胞の栄養を含む液体培地は培養する細胞の種類に応じて

変更する必要がある．本研究で用いる液体培地の組成は，すべて Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium（D-MEM，Thermo Fisher Scientific）に，ペニシリン（10ml/L）を添加したもの基本

とし，PC12 細胞ではウシ血清（10%）およびウマ血清（10%）を，HeLa細胞では仔ウシ血

清（10%）を，そして C2C12細胞ではウシ血清（10%）を添加している． 

 

 

表 3-1 本研究で使用する細胞の特徴 

 

 

  

PC12

代表寸法（非接着時） [ m] 18 20

その他の特徴

10

髄質由来 皮質由来 筋芽細胞

外観

代表寸法（接着時） [ m] 50 4525
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3.3 微粒子列上での細胞の培養方法  

3.3.1 作製した基板の前処理 

 液体培地は培養する細胞の栄養素を含んでおり，温暖湿潤な培養環境も相まって，菌類

等の意図していないものまでをも培養してしまう恐れがある（コンタミネーション）．した

がって，細胞培養前には UV やアルコール等による基板の滅菌を行うことが必要である．図

3-2(a)は本研究で使用するクリーンベンチ（CT-900N-UV ，AS ONE）を示している．クリ

ーンベンチ内は HEPAフィルターを介した空気が送り込まれている．また，紫外線ランプ

が備わっており，UV による滅菌行うことができる．作製した基板は，図 3-2(b)のように，

液体培地への浸漬前に，一晩の UV滅菌を行った． 

 

 

 

図 3-2 クリーンベンチと UV滅菌工程 

 

 

 本研究では，微粒子をラインアンドスペース状に整列させるため，疎水性の OTS-SAMを

利用している．一方で，基板の濡れ性は細胞の接着位置に影響を及ぼすことがわかってい

るため 3-6)-3-8)，微粒子列の幾何形状が及ぼす影響のみに着目したい場合にはこれを除去する

工程が必要である．OTS-SAMは，増田らをはじめ，紫外線の照射による局所化がされてお

り 3-9)，本論文においては細胞播種前の UV 滅菌がこれと同等のはたらきをすると考えられ

る．これに関しては，後述の実験でその影響を調査している．なお，基板の材料を一様に

するためポリスチレンを被膜した基板においては，OTS自体が露出していることは無く，

細胞の接着に影響は無いと考えられる． 

 

基板

ディッシュ

UV

(a)　クリーンベンチ (b) UV　 滅菌工程
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3.3.2 細胞の培養工程 

 本研究における，ディッシュ，基板，微細構造，そして細胞の位置関係を図 3-3に示す．

細胞培養用ディッシュに，微細構造を設けた基板が静置されており，その上に細胞が存在

する．本章では微細構造として，第 2章で紹介した微粒子列を用いている．基板の大きさ

はおおよそ 1cm×2cmであり，その端部 1cm×1cmの領域内に微粒子が整列している．本研

究における播種とは，あらかじめ培養していた細胞を回収し，規定の濃度（5000cells/cm
2）

で微細構造に滴下することを指す．培養とは，図 3-4で示すインキュベータ（APC-50D，

ASTEC）内で，温度 37°C，湿度 100%，気相 5% CO2+Airの環境下で静置することを指す．

細胞の播種は，図 3-5で示すように，ディッシュ内に基板を静置し，（滅菌をした後）マイ

クロピペットにより液体培地を添加（2ml）し，同ピペットで細胞懸濁液を添加することで

行う． 

 

 

 

図 3-3 細胞培養系の位置関係 

 

 

 

図 3-4 細胞培養用インキュベータ 

基板

ディッシュ

微細構造
細胞
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図 3-5 細胞の播種方法 

 

 

3.3.3 培養細胞の観察方法および接着数の評価方法 

 本研究では観察の簡易さから，接着した細胞は位相差顕微鏡で観察・評価する．しかし，

目視による観察では，例えば死細胞と生細胞の区別が難しいといった課題も存在する．そ

こで，「接着している細胞」の基準を設定し，この基準のもとで評価を行うこととする．細

胞の生死や接着しているかどうかは，染色を行うことで調査が可能である．そこで，ガラ

ス基板上に細胞を播種し，アクチンおよびビンキュリンを染色した．細胞の染色方法を以

下に示す． 

 

① ディッシュから培地を除去し，37°C 湯浴で温めたリン酸緩衝液（以下，PBS）で 3

回ほど洗浄する． 

② ディッシュに固定液を加える（室温，10分間）． 

③ PBSで洗浄し，ディッシュに PBST溶液を加える（室温，5分間）． 

④ PBSで洗浄し，Acti-stain 溶液を 200μl滴下する．（暗所・湿潤化，30分間） 

⑤ PBS で 3 回洗浄し，抗ビンキュリン抗体溶液（hVIN-1）を滴下する．（1 時間，イン

キュベータ内） 

⑥ PBSで 3回洗浄する． 

 

ここで，固定液とはパラホルムアルデヒド（pH 7.0）を PBS に加えて 3.7%に調整したもの

である．Acti-stain溶液とはリン酸緩衝液（PBS）500μlに 14μMの Acti-stain 555 を 3.5μl加

え，100nMとしたものである．PBST 溶液とは，PBSに Tween-20（0.05%）を加えたもので

ある．抗ビンキュリン抗体溶液は，PBSで 50倍に希釈することで調整した． 

 図 3-6は以上の方法でアクチンおよびビンキュリンを染色した PC12細胞である．図

3-6(a)(b)が，それぞれ同一箇所を位相差顕微鏡および蛍光顕微鏡で観察した結果である．な

お，アクチンは赤色，ビンキュリンは緑色に染色されている．ビンキュリンの存在は細胞

の焦点接着斑を示している．つまり，ビンキュリンを確認できる細胞は，基板に接着して

いると言える．図に示したように，位相差顕微鏡像で観察できる細胞の位置と，蛍光顕微

基板

ディッシュ

微細構造

(a)　基板のディッシュへの静置

マイクロピペット

(b)　液体培地の添加

細胞

(c)　細胞の播種
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鏡像において観察できる細胞の位置は同一である．すなわち，接着している細胞の観察は

位相差顕微鏡で行うことができる．この結果をもとに，本研究では以下のように接着細胞

を観察する．細胞播種後，観察前に浮遊細胞を除去する．位相差像により，接着している

細胞を観察・撮影・評価を行う． 

 

 

 

図 3-6 スライドガラス表面に接着した PC12 細胞．(a)位相差顕微鏡像，(b)蛍光顕微鏡像．

同一箇所を，光源の波長を変えて観察している． 

 

 

 本研究では，細胞の接着位置について，全接着細胞のうちの微細構造に接着している細

胞の割合を算出することで評価する．この評価指標を選択接着率とし，以下で定義する． 

 

                  (3-1) 

 

ここで，Nmと Nfは，それぞれ微細構造上および平面上に接着した細胞の数である．例えば，

図 3-7 で αを計測すると，α = 4×100 / 5 = 80%となる． 

 

(a) PC12　 の位相差顕微鏡像

(b) PC12　 の蛍光顕微鏡像

50 m
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図 3-7 選択接着率の算出基準 

 

 

3.4 微粒子列の細胞接着足場への適用  

 微粒子列を細胞接着の足場として適用するに当たり，そもそも微粒子列上で細胞培養を

行うことができるかどうか，第 2章で紹介した滴下法によって作製した微粒子列上で細胞

を培養することで，調査した．φ1μmのポリスチレン（PS）微粒子懸濁液を，ディッシュ上

に滴下した後乾燥させ，微粒子列を作製した．これを足場として，PC12 細胞を播種した．

図 3-8 は，播種後 24時間時点での位相差顕微鏡像である．観察結果より，細胞はディッシ

ュ平面および微粒子列上の両方に接着している．すなわち，微粒子列は細胞接着の足場と

しての適用が可能である．一方で，細胞のパターニングを考えた場合，細胞が微粒子列以

外の領域に接着していることは好ましくない．今回の実験で微粒子列を作製したポリスチ

レンディッシュは，比較的細胞の接着性が良いとされる材質であり，それゆえディッシュ

上にも細胞が接着していると考えられる．このような，基板の接着性の改善によって微細

構造の効果が低下するという結果は，Beduerらによっても報告されている 3-10)．そこで，微

粒子列を整列させる基板として，細胞のパターニングに適したものを選定する必要がある． 

 

 

 

図 3-8 ディッシュ/微粒子列上で培養した PC12細胞の位相差顕微鏡像 

(a) 24　播種後 時間 (b) 48　播種後 時間

基板平面

微細構造

細胞

50 m ディッシュ

微粒子列 細胞

基板

ディッシュ

微粒子列
細胞

50 m
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 ガラスは，細胞培養用器具の材質として一般的であり，ポリスチレンよりも細胞接着性

が良くないとされる材質である．図 3-9のように，ポリスチレンディッシュ上にガラス基板

を置き，これを足場として PC12細胞を培養したところ，播種後 24時間で多くの細胞がポ

リスチレンディッシュ上に接着した．一方で，ガラス基板上には細胞がほとんど接着して

いなかった．したがって，微粒子以外の領域の材質をガラスとすることで，細胞を微粒子

列上のみに接着させることが可能であると考えられる． 

 

 

 

図 3-9 ポリスチレンディッシュ/ガラス基板上で培養した PC12細胞の位相差顕微鏡像 

 

 

 以上の結果を踏まえ，φ1μmのポリスチレン（PS）微粒子列を，ガラス基板上に作製し，

これを足場として PC12細胞を培養した．図 3-10は，播種後 24時間時点の位相差顕微鏡像

である．微粒子列上に多くの細胞が接着している様子が観察できる．また，図 3-8と比べて，

多くの細胞が微粒子列上に接着している．両者における選択接着率 αを計算した結果を図

3-11に示す．図 3-11より，選択接着率 αは(a)が 51%であるのに対し，(b)は 90%であった．

ここで，データの有意性を検証するため，p<0.05をもって有意とする F検定および t検定を

行ったところ，p<0.05 で有意であった．つまり，平面の材質がポリスチレンであるよりも，

ガラスである方が，微粒子列上により多くの細胞が接着することがわかった．  

 

 

20 m

ガラス基板

ポリスチレンディッシュ細胞

ガラス基板

ポリスチレンディッシュ
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図 3-10 ガラス基板/微粒子列上で培養した PC12細胞の位相差顕微鏡像 

 

 

 

図 3-11 各微細構造上での選択接着率 

 

  

50 m ディッシュ

微粒子列 細胞

基板

ディッシュ

微粒子列
細胞

50 m

50

0

選
択
接
着
率
α 

 %

(a) ディッシュ

100

(b) ガラス

p<0.05
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3.5 OTS-SAMが細胞の接着に及ぼす影響と UV処理の効果 

 3.3.1節で説明した通り，微細構造化した微粒子列では，その平面部分に OTS-SAMが残

存している．そこで，UV滅菌による OTSの除去が行われているか，および細胞接着への

影響を調査するため，以下の実験を行った．図 3-12のように，OTS をラインアンドスペー

ス状に自己組織化させたガラス基板を用意し，UV滅菌の有無によって細胞の接着位置に影

響があるか観察した．UV滅菌していない基板については，コンタミネーション防止の為，

エタノールによる滅菌を行い(b)，もう一方は 12時間の UV 滅菌を施した．滅菌後の両基板

に PC12細胞を播種し，24時間経過後に観察した結果を図 3-13に示す．図 3-13(a)は UV 滅

菌を施していない基板であり，図 3-13(b)は UV滅菌を施した基板である．(a)では PC12 細

胞が，その接着位置が特定のライン状に限定されている一方で，(b)では基板全体に接着し

ている様子が観察できる．本実験結果より，基板に自己組織化した OTS は細胞の接着に影

響を及ぼすが，UV 滅菌を施すことによってその影響を無視できるようになると考えられる． 

 

 

 

図 3-12 OTS-SAM修飾基板の準備 

(a) OTS　基板への 転写

ガラス基板

PDMS
OTS

ディッシュ

(b)　エタノールによる滅菌

UV

(c) UV　 による滅菌
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図 3-13 OTS転写ガラス基板上での細胞培養 

  

100 m
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3.6 微粒子列による細胞の接着位置制御  

3.6.1 PC12 細胞の微細構造化 SiO2微粒子列への接着 

 微粒子列によって細胞のパターニングが可能であるかどうか体系的に調査するためには，

微粒子列の形状は規則的である必要がある．移流集積法は一定の幅および間隔を持つライ

ン状の構造を作製するのに長けているので，本研究ではラインアンドスペース形状の微粒

子列を PC12細胞の培養用の足場として適用した．また，パターニングに適した微細構造の

寸法等も不明であるため，微粒子の粒径を φ0.5μm ~2μmの範囲で変えた微粒子列を作製し，

細胞の接着位置を観察した．接着している細胞の形状を半球と仮定すれば，その断面形状

はおおよそ図 3-14 のようになる．この時，細胞の大きさが一定であるならば，微粒子の粒

径が変化することで，微粒子列に接着している細胞の底面に存在する微粒子の数が変わる．

例えば，φ0.5μm の微粒子列では φ1μm の微粒子列に比べ，2 倍の数の微粒子が存在する．

この微粒子の数は，細胞 1 個あたりの相対的な凹凸の数と見なせる．本研究では簡単のた

め細胞 1辺のみを考え，これを， 

 

 
 細胞  個あたりの相対的な凹凸の数  

 細胞の代表寸法 

 微粒子の粒径 
 (3-2) 

 

と定義する．細胞の代表寸法を 25μmとすれば，φ0.5μm ~2μmの微粒子列それぞれにおける

細胞 1個あたりの相対的な凹凸の数は表 3-2のようになる． 

 

 

 

図 3-14 微粒子列に接着している細胞の模式図 

 

 

 

 

 

 

微粒子

細胞

細胞が接着している微粒子
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表 3-2 微粒子列の粒径と細胞 1個あたりの相対的な凹凸の数との関係 

 

 

 

 まず，第 2章で説明したように，図 3-15のような φ1μmの SiO2微粒子列を作製した．構

造は単層で整列しており，その表面は微粒子の球形由来である凹凸が存在している．微粒

子整列の際に使用した OTS-SAM は，前節のとおり，12 時間の UV 滅菌処理により細胞の

接着に影響が出ない程度まで除去できている．これを足場として PC12細胞を播種した． 

 

 

 

図 3-15 微細構造化した微粒子列 

 

 

 図 3-16は播種後 24時間時点での位相差顕微鏡像である．多くの細胞が微粒子列上に接着

している一方で，平面であるガラス基板には細胞があまり接着していない．接着位置に関

しては，微粒子列の端部に接着している細胞が多い．接着している細胞の形態については，

一般に接着性が良いとされる伸展状態ではなく，球形のものが多かった．楕円形（紡錘形）

の細胞も多く観察され，そのような細胞では，楕円の長辺が微細構造化した微粒子列の長

手方向に伸びている．つまり，細胞の伸展方向に異方性が生じていることがわかる． 
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図 3-16 微粒子列状での細胞培養 

 

 

 次いで，粒径の異なる微粒子列を作製し，これを足場として同じくPC12細胞を培養した．

図 3-17 は，播種後 24時間での位相差顕微鏡像である．いずれの粒径においても，多くの細

胞が微粒子列上に接着している様子が確認できる．図 3-18は，観察像から計測した選択接

着率 αをまとめたものである．選択接着率は，粒径によらずほぼ 80%以上を示している．

これらの結果に対し，p<0.05 をもって有意とする F検定および t検定を行ったところ，3つ

の値の間に有意差は見られなかった．したがって，本研究の調査範囲内である φ0.5μm ~2μm

においては，ほぼすべての PC12細胞が微粒子列上に接着することがわかった． 

 

 

200 m

微粒子列 細胞
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図 3-17 粒径の異なる微粒子列での細胞培養 

 

 

 

(a) φ0.5μm (b) φ1μm

(c) φ2μm

100μm
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図 3-18 微粒子列の粒径が細胞の接着位置に及ぼす影響 

 

 

 以上より，微細構造化した微粒子列を足場として用いることで，細胞のパターニングに

成功した．しかし，これは単純に段差が存在することで移動が制限され，結果として位置

制御されているだけとも考えられる．これは，同等のラインアンドスペース構造で細胞を

培養し，比較することで明らかにすることができる．そこで，高さ 2μmのラインアンドス

ペース構造を作製し，これを細胞接着の足場として適用した．図 3-19は，作製したライン

アンドスペース構造に細胞を播種した 24時間後の位相差顕微鏡像である．細胞は構造の凸

部や凹部の両方に接着しており，微粒子列の場合に見られた選択性は確認できない．すな

わち，単純な凹凸にはない微粒子列特有の要因が，接着の選択性に影響をおよぼしている

ことがわかった． 

 

 

 

図 3-19 ラインアンドスペース構造上での細胞培養 
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3.6.2  C2C12 細胞および HeLa細胞の微粒子列への選択接着 

 本結果が PC12 細胞でのみ発生する現象であるかどうか調査するため，PC12 と種類の異

なる細胞を対象とし，3.6.1 節と同工程の実験を行った．図 3-20 は，PC12 細胞での実験と

同様の微粒子列上で培養した C2C12細胞と HeLa 細胞の，播種後 24時間での位相差顕微鏡

像である．PC12細胞の結果と同様，C2C12，HeLa 共に，多くの細胞が微粒子列上に接着し

ており，平面（ガラス基板）にはあまり接着していなかった．伸展の方向に関しても，先

述の PC12 の結果と同様，微粒子列の長手方向に沿っている様子が確認できた．この異方性

は，特に C2C12 細胞で顕著であった．ライン状の微粒子列の場合，微粒子が存在する長手

方向に細胞が進展したということは，以下のように考えられる．細胞は平面部分よりも微

細構造に選択的に接着する．細胞は接着後，伸展しようとするが，この際に接着時と同様，

平面部分を避ける．結果として，細胞の伸展方向は微粒子列の長手方向に沿い，異方性が

生じる． 

 

 

 

図 3-20 微粒子列上で培養した C2C12 細胞と HeLa 細胞 

 

 

以上 3 種類の細胞に対して，その選択接着率 α を計測した結果を図 3-21 に示す．PC12，

HeLa，C2C12 のいずれにおいても，選択接着率 αは 90%以上となった．それぞれの値に対

し，p<0.05をもって有意とする F検定および t検定を行ったところ，有意差は見られなかっ

た．したがって，微粒子列上に細胞が選択的に接着するという現象は，本研究の調査範囲

では細胞の種類に依存しなかった． 

 

 

(a) C2C12

100 m

(b) HeLa

微粒子列 微粒子列細胞 細胞
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図 3-21 微粒子列上で培養した 3 種類の細胞の選択接着率 

 

 

3.6.3 細胞の微粒子列への選択接着過程 

 細胞は，播種後の沈降によって基板底面へ接着する．沈降は単純に重力方向に従うので，

この時点ではその接着位置に選択性はないと考えられる．すなわち，これまで紹介した細

胞の選択接着は，平面部分に接着した細胞がランダムに遊走（細胞の移動）する過程で微

細構造に到達した結果であると考えられる．すなわち，微細構造への細胞の接着は，図 3-22

に示すように，以下のプロセスを踏むと考えられる． 

 

① 播種した細胞は沈降により底面に近付き，そのまま接着する．この際の接着位置は

無作為である． 

② 微細構造など，細胞の接着に有利な足場に接着した細胞は，その位置からあまり遊

走しない． 

③ 平面など，細胞の接着に有利でない足場に接着した細胞は，仮足を伸展し，遊走す

る． 

④ 遊走中の細胞は，微細構造など，細胞の接着に有利な足場に到達すると，その場で

遊走をやめる． 

⑤ 接着に有利な足場に到達しなかった細胞は，接着状態が悪くともその場に接着する

か，あるいは浮遊する． 

⑥ 結果として，接着している細胞の位置に選択性がうまれる． 
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図 3-22 細胞の微細構造への接着過程モデル 

 

 

 以上のモデルが正しいとすれば，細胞の接着位置に選択性が現れるには，播種後からあ

る程度の時間が必要である．そこで，このような選択性が見られるようになるまでに必要

な時間を明らかにするため，C2C12 細胞の播種直後から 10時間後までの細胞の様子を，イ

ンプロセス観察した．図 3-23 は本観察に用いた装置の概要である．位相差顕微鏡の観察ス

テージに恒温槽を設置し，一定時間ごとに位相差像を撮影（タイムラプス観察）すること

ができる．図 3-24 は，播種後から 200 分間隔で撮影した位相差像である．最初，微粒子列

と基板平面の両方に接着していた細胞が，時間経過とともに段々と微粒子列上へその接着

位置を変えている様子が観察できる．ここで，1時間間隔で選択接着率 αおよび全接着細胞

数 Nm+Nfを計測した結果を図 3-25に示す．時間経過に伴い，全接着細胞数はあまり変化し

ていない一方で選択接着率は上昇している．すなわち，播種直後には基板平面に接着して

いた細胞が，時間経過とともに微粒子列上に接着している．細胞の微細構造への接着は，

おおよそ 5時間時点で 90%に達している．αの上昇が特に顕著なのは播種後～3時間までの

間であるので，細胞はこの期間によく遊走していると考えられる．播種後 5 時間からも時

間経過に従って選択接着率が上昇していき，播種後 9 時間ほどで一定となる．選択接着率

の計測はこの時間から増殖が開始するまでの間に行うべきである．以上の結果より，例え

ば PC12細胞の場合には，その増殖は 48時間に 1回の割合であるため 3-11)，最初の接着の観

察は播種後 9時間～57時間で行うことが望ましい．また，増殖の観察は播種後 57時間～105

時間で行うことが望ましい．本研究では，PC12細胞の接着を播種後 24時間時点で，細胞の

増殖を播種後 72時間時点でそれぞれ行っている． 

 

 

基板平面

微細構造

細胞
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図 3-23 タイムラプス観察装置構成図 

 

 

 

図 3-24 細胞播種後から 200分毎の位相差顕微鏡像 
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図 3-25 細胞播種後からの接着細胞数と細胞の選択接着率の変化 

 

 

 次いで，細胞が微細構造への接着にいたるまでのプロセスを詳細に観察した．図 3-26 は

C2C12 細胞播種後 5 時間から，20 分ごとに撮影した位相差顕微鏡像である．播種後に微細

構造に接着した細胞（写真右）は，その場所からあまり動いていない．一方で，平面部に

接着した細胞はよく遊走しており，遊走中に仮足の一端が微細構造に触れ，そこを起点と

して細胞全体が微細構造上に遊走，接着している．このような現象は観察領域全体で観察

でき，上記のプロセスを踏んで細胞の選択的接着が達成されていることがわかった．図 3-16

など，微粒子列の端部に接着した細胞が多く見られているが，このような細胞は平面から

遊走して微粒子列に到達した細胞であることが予想できる．一方で，図 3-8や図 3-10など，

細胞の代表寸法に比べ微粒子列が広い場合には，播種後そのまま微粒子列に接着した細胞

が多くなり，接着位置が微粒子列端部となる細胞が少ないと考えられる． 
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図 3-26 微粒子列を足場として播種した C2C12 細胞の，時間経過による接着位置の変化 

 

 

 以上より，一旦平面部分に接着した細胞が微細構造へと遊走することで，接着位置に選

択性が生じていることがわかった．したがって，微粒子列の間隔と細胞の遊走距離との関

係が，細胞の接着位置に影響を及ぼす可能性がある．そこで，間隔の異なる微粒子列を作

製し，それらを細胞培養の足場として適用した．播種後 24時間時点での基板を位相差顕微

鏡で観察し，接着している細胞を計測，各足場に対して選択接着率 αを算出した．図 3-27

は微粒子列の間隔が選択接着率に及ぼす影響をまとめた結果である．結果より，列間の間

隔が狭くなるほど細胞の選択性が高くなることがわかった．細胞のパターニングを考えた

場合，90%以上の細胞を微細構造上に接着させるには，構造同士の間隔は 60μm以下である

ことが望ましい．この結果から，PC12 細胞の遊走距離は，構造の間隔 60μmの半分である

30μm程度であると見積もることができる．図 3-25 のとおり，播種後 10時間程度で細胞の

遊走が見られなくなることから，遊走の速度は約 3μm/h である．ここで，環状オレフィン・

コポリマーという高分子材料を足場として PC12細胞を培養した研究では，その遊走距離は

14 時間で 50μm，つまり遊走の速度は約 3.6μm/hとなっている 3-12)．本研究とは細胞を培養

する足場の材質が異なっているため，多少異なる値となったと考えられる．このように，

基板の材質と細胞種の組み合わせごとに，細胞の遊走する距離が変化するので，パターニ

ングに際しては適切な設計をする必要がある．本研究の範囲では，PC12 とガラス基板とい
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う組み合わせにおいて，先述した通り構造同士の間隔は 60μm以下であることが望ましいこ

とがわかった． 

 

 

 

図 3-27 微粒子列の間隔が細胞の選択接着率に及ぼす影響 

 

 

3.7 微粒子列上での細胞の増殖  

 細胞の接着後，さらに培養を進めると，それら細胞は増殖（分裂）する．この際に微細

構造からはみ出して増殖する場合，細胞の位置制御は難しい．逆に，増殖が微細構造に沿

って行われるならば，培養時間の増加によって所望の形状に配列した細胞を得ることも可

能である．これは，所望の形状を持つ細胞シートの作製に応用できる．そこで，細胞播種

後 24時間からさらに培養を続け，微粒子列上に接着した細胞の増殖方向について調査した．

なお，培養の条件は前節までと同条件としている． 

 図 3-28は，HeLa 細胞の，播種後 28時間後から 40分ごとに撮影した位相差顕微鏡像であ

り，図 3-29 は，C2C12 細胞の，播種後 17 時間後から 20分ごとに撮影した位相差顕微鏡像

である．どちらの細胞も，微粒子列の長手方向に沿って増殖している．また，伸展してい

た細胞が一旦球形となり，分裂した後にまた進展するという，一般的な増殖の過程も見る

ことができる．この観察結果より，細胞の増殖が微粒子列に沿って行われることが分かっ

た．したがって，更に培養時間を伸ばせば，微粒子列に沿ったシート状の細胞や細胞塊を

得ることができると考えられる． 
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図 3-28 微粒子列上に接着した HeLa細胞の経時変化 

 

 

 

図 3-29 微粒子列上に接着した C2C12 細胞の経時変化 
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 図 3-30 は播種後 1 週間時点での HeLa 細胞の位相差顕微鏡像である．細胞は微粒子列か

らはみ出すこと無く増殖しており，平面にはほとんど接着していないことがわかる．特に，

細胞が接着していない微粒子列が存在することから，細胞は微粒子列から隣の微粒子列へ

と遊走することなく増殖していると考えられる．つまり，図 3-27 の時点で細胞が接着して

いない微粒子列には，播種後 24時間の時点で細胞が接着していなかったと言える．これは，

微粒子列上にいったん接着した細胞が，その位置から動かないことの裏付けとなる結果で

ある．今回の結果より，微粒子列を用いることで，細胞の接着位置および増殖位置を制御

することが可能であることがわかった．ただし，細胞シート状になるまで培養を続けると，

細胞-基板間の接着力よりも細胞-細胞間の接着力のほうが強くなり，結果として細胞がシー

トの形態を保ったまま剥がれてしまうことも報告されているので 3-13)，細胞との接着力を強

くするため，微粒子にタンパク質をコーティングする等が必要となるだろう．あるいは，

この課題を培養した細胞が回収できると考えることも可能である． 

 

 

 

図 3-30 播種後 1週間の HeLa 細胞 

 

 

3.8 粒径の異なる微粒子列上での細胞の分化  

 接着および増殖と同様に，分化もまた細胞の代表的な機能のひとつである．第 1章でも

触れたとおり，神経細胞の機能を解明するには，そのネットワークの形成が重要である．

そのため，微細構造を利用した神経突起の伸長方向制御が行われている 3-14)-3-15)．そして，

細胞の機能は接着した足場の形状に影響される．そこで，微細構造の幾何形状が，細胞の

分化にどのような影響を及ぼすか調査した．微粒子列は，整列させる微粒子の粒径を変更

することで，その創成する形状を制御することができる．本節では，SiO2微粒子を対象と

100 m

微粒子列 細胞
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し，微粒子の粒径を 500nm，1μm，2μmとして整列させた．図 3-31で示すように，これら

を足場として PC12 細胞を培養し，播種後 24時間に神経成長因子（NGF）を添加した．3.2

節で説明したとおり，PC12 細胞は NGFの添加により神経突起様の構造を形成する性質を有

する．神経突起形成の評価方法として，微粒子列に接着した細胞のうち，神経突起を形成

した細胞の割合を示す，神経突起形成率 γ[%]を導入した．γは以下の式で定義される． 

 

          (3-3) 

 

ここで，Nm は微粒子列上に接着した細胞の数であり，Nmnは微粒子列上に接着した細胞の

うち，神経突起を形成した細胞の数である．例えば，図 3-32で γを計測すると，γ=3×

100/4=75%となる． 

 

 

 

図 3-31 NGFの添加手順 

 

 

 

図 3-32 神経突起形成率 γの算出基準 

 

 

 NGF添加後 24時間での各基板の位相差顕微鏡を図 3-33に示す．いずれの基板において

も，PC12 細胞が神経突起様の構造を形成している様子が確認できる．また，その伸長方向

は微粒子列に沿っている．一方で，分化している細胞の数自体は多くなく，特に φ2μmの微

細胞

(a)　細胞の播種

ディッシュ

微細構造

基板

マイクロピペット

(b) NGF　 の添加 (c)　細胞の分化

(a) 24　播種後 時間 (b) NGF 24　 添加後 時間

基板平面

微細構造

細胞

分化した細胞
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細構造化した微粒子列で少なかった．ここで，神経突起形成率 γを計測した結果を図 3-34

に示す．それぞれの値に対して F検定および t検定を行ったところ，φ0.5μmの微粒子列と，

φ1μmおよび φ2μmの微粒子列との間で，その分化率にそれぞれ有意差が存在した．一方で，

φ1μmと φ2μmとの間には有意差は見られなかった．神経突起を形成した細胞の割合は粒径

に依存し，粒径が小さいほどその割合が増加することがわかった． 
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図 3-33 微粒子列上に接着した分化 PC12細胞．(a)φ0.5μmの SiO2微粒子列，(b) φ1μmの SiO2

微粒子列，(c) φ2μmの SiO2微粒子列． 

 

(a) f0.5m

(b) f1m

(c) f2m

50m
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図 3-34 微粒子の粒径が細胞の選択接着率および神経突起形成確率に及ぼす影響 

 

 

 選択接着率および神経突起形成率について，以下のように考察する．まず，細胞にとっ

ての接着しやすい微細構造とは，その構造の寸法に下限や上限が存在することが予想され

る．つまり，構造が極めて微細であり，基板平面の幾何形状と変わらないような構造では

細胞の機能への影響が平面と変わらなくなる．また，微細構造の高さが極めて高ければ，

細胞がこれを越えて接着することができず，結果として接着位置に選択性が無くなる，と

いった現象が起こり得る．したがって，本研究で用いた粒径 0.5~2μmの範囲は，細胞が微

粒子列を微細構造と認識でき，かつこれを乗り越えて接着することができる範囲であった

と考えられる．一方で，粒径の違いは，先述の通り微細構造の凹凸の数に相関する．細胞

の代表寸法を rとし，微粒子の粒径を aとすれば，粒径の異なる微粒子列に接着している細

胞のモデルを図 3-35(a)および(b)のように考えることができる．(a)は，微粒子の粒径が細胞

の代表寸法の 1/2である微粒子列であり，(b)は微粒子の粒径が細胞の代表寸法の 1/4である

微粒子列である．図 3-35のように，微粒子の粒径が大きいほど細胞の底面と接する凹凸の

数が減る．より多くの凹凸と接することができる方が，細胞の接着に有利であると考えら

れる．ただし，粒径が小さいほど良いというわけではなく，焦点接着などの細胞の認識機

構よりも小さければ，平面と変わらなくなるとも考えられる．以上より，粒径 0.5μm微粒

子列に接着した細胞では接着状態が安定となり，分化という機能が発現する細胞の割合が

増えたと考えられる． 
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図 3-35 異なる粒径の微粒子列に接着した細胞のモデル図 

 

 

 神経突起の伸長方向について，以下のように考察する．マイクロオーダーの溝構造が，

神経突起形成を制御することは知られており 3-16)-3-17)，関連する研究では，ラインアンドス

ペース構造や微細な溝構造を作製し，それに沿って突起を伸長させているものが多い．微

粒子列は整列させた微粒子の粒径に応じた高さを持つラインアンドスペース構造とも見な

すことができる．また，微粒子列表面の持つ微細な凹凸も溝構造と同じはたらきをすると

考えられる．したがって，関連する研究における構造は，本研究において微粒子列および

その表面微細構造に相当する．これにより，神経突起の伸長方向も微粒子列に沿ったもの

となったと考えられる．したがって，微粒子列による神経突起伸長方向の制御が期待でき

る． 

 以上の結果より，微粒子によって構成された微細構造が，細胞の接着位置，増殖方向，

分化，そして神経突起伸長方向に影響を及ぼしていることが判明した． 

  

(c) (a)　細胞が の全面に接着した状態 (d)　細胞が の全面に接着した状態(b)

a

r

細胞

微粒子

a

(a) = /2　粒径 の微粒子列上の細胞a r (b)　粒径 の微粒子列上の細胞a r= /4
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3.9 結言  

 本章では，微粒子列への細胞の接着およびその成長特性を明らかにした．微粒子列を細

胞接着の足場として適用し，細胞の接着位置，増殖の方向，そして神経突起の伸長方向の

制御を試みた．細胞は平面よりも微粒子列に選択的に接着する一方で，微粒子列と同等の

高さを持つラインアンドスペース構造では，接着位置に選択性は見られなかった．微粒子

列への選択的な接着は，PC12，HeLa，C2C12 という異なる特徴を持つ細胞すべてで確認さ

れた．この際，インプロセス観察により，一旦平坦な表面に接着した細胞が，遊走と伸長

により微粒子列に到達することがわかった．そのため，微粒子列の間隔が広がるに従い，

微粒子列上に接着する細胞の数が減少した．また，増殖の方向や神経突起の伸長方向が微

粒子列の長手方向に沿って行われることがわかった．特に HeLa 細胞では，播種後 1週間経

っても，微粒子列からはみ出すこと無く増殖を続けることがわかった．以上をもって，本

章の目的である微粒子列への細胞の接着およびその成長特性を明らかにすることができた

と言える． 

 微粒子列と同等の高さを持つラインアンドスペース構造で細胞の接着に選択性が見られ

なかったことから，微粒子によって創生される微細な凹凸ないし粗さが細胞の接着などに

影響を及ぼしていると考えられる．一方で，微細構造の何が細胞に影響を及ぼしているの

かは未だ明らかでない．以降の章では幾何形状に着目し，微細構造の何が，何故，どのよ

うに細胞の接着に影響を及ぼしているのかを調査する． 
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4.1 緒言  

 本章では，微細構造表面の幾何形状が，細胞の接着に及ぼす影響を明らかにすることを

目的としている．本研究では幾何的特徴量として，算術平均粗さ Sa，歪度 Ssk，尖度 Skuに

着目し，これらが異なる表面を，微粒子列を応用して作製している．歪度とは表面の山と

谷の対称性を表す指標であり，その正負や絶対値の大きさで，粗さの分布が上下（山谷）

のどちらに偏っているかを表す．尖度とは表面の高さの分布に関する指標であり，その表

面がどれだけ尖っているかを表す．Siウエハに微粒子列を整列させ，これをマスクとした

ドライエッチングを行うことで，微粒子の粒径に応じた周期性を持つピラー様の微細構造

が得られる．この構造は加工時間を長くすることで，ピラー先端が鋭くなっていく．この

Siウエハをモールドとして，その形状をシリコーン樹脂（PDMS）に転写することで，Ssk

が-0.6 ~ 0.5のホール構造を作製した．また，この PDMS をモールドとして形状転写した

PDMS は，Sskが-0.3 ~ 0.8のピラー構造となった．両者は共通の粗さ曲線を持つため算術平

均粗さが同等となる一方で，異なる歪度を持つことがわかった．次いで，上記で作製した

微細構造を足場として細胞を培養した．歪度が小さい微細構造ほど，その上に接着する細

胞の割合が多いことがわかった．一方で，算術平均粗さおよび尖度との相関は歪度よりも

低かった． 
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4.2 微細構造の表面幾何形状と細胞接着  

4.2.1 細胞接着の従来研究とその課題 

 第 1章で述べたように，微細構造を用いた細胞のパターニングに関する研究が行われて

おり，どのような形状が細胞の接着に影響しているか，様々な調査がされている．しかし，

基板の材質や微細構造の形状が研究者によってまるで異なっており，比較検討や体系的な

まとめが困難となっている．そこで，基板をエッチング等で荒らすという共通の手順で作

製した微細構造を足場として細胞を培養し，その表面粗さと細胞の接着との関係を調査す

るという研究が行われている．Fanらの研究では，荒れた Siウエハ上でラットの神経細胞

を培養し，表面粗さによってその接着を制御している 4-1)．その際，図 4-1のように，異な

る表面粗さを持つ領域を作製することで，細胞のパターニングも行っている．また，表面

粗さ Raに対する細胞の接着性に関して，生存率で評価しており，図 4-2のように Ra = 25nm

の時最も高い値を示している．生存率とは，播種後ある程度培養した後に接着し続けてい

る細胞の割合を表しており，これが高いほどその足場が細胞接着に適していることを示し

ている．一方，Khangらもまた荒れた Siウエハ上でラットの神経細胞を培養し，その生存

率を調査している 4-2)．図 4-3は足場の表面粗さと細胞の生存率の関係を表した結果である．

細胞の生存率は，評価方法の差異はあるものの，Fan らの結果と異なり Ra=70nmの時最も

高く，Ra=25nm付近では低い値を示している．つまり，同じ足場と細胞を用いても，研究

者によって異なる傾向が得られている． 

 

 

  

図 4-1 表面粗さによる神経細胞のパターニング 4-1)
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図 4-2 足場の表面粗さと細胞の生存率の関係 4-1)
 

 

 

 

図 4-3 足場の表面粗さと細胞の生存率の関係 4-2)
 

 

 

 以上のような結果の差異が発生する原因として，本研究では次に着目した．まず，多く

の研究で「表面粗さ」として計測・評価されている指標は，正確には「算術平均粗さ」と

して定義される指標である．エッチング等で基板を荒らすと，その面はランダムな形状を

持ってしまい，計測する場所や範囲によって異なる粗さを持っている．つまり，基板全体

として持っている粗さは，局所的に粗い場所や平坦な場所などをすべて含めて平均した値

となっている．そのため，算術平均粗さの値が同じであっても表面の形状が同じであると

は限らない．この顕著な例として，図 4-4のような断面を持つ構造を考える．図 4-4(a)は(b)

に比べ凸部分の形状が丸い．見た目としては異なるこの 2つの構造は，共通の粗さ曲線を

持つため，その算術平均粗さはまったく同じ値である．したがって，ある構造を分類する

際，算術平均粗さのみでは，十分とは言えない． 
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図 4-4 同一の算術平均粗さを持つ 2表面の断面曲線（第 1章 図 1-5 再掲） 

 

 

4.2.2 表面幾何形状の指標 

 本節では，一般に，表面の幾何的特徴を示すためのパラメータとして用いられている指

標を紹介する 4-3)．なお，ここでは簡単のため粗さ曲線を例として紹介するが，本研究では

これら 2 次元での指標を 3 次元に拡張した「面粗さ」を対象とし，計測や評価を行ってい

る． 

 算術平均粗さとは，粗さ曲線 f(x)（図 4-5(a)）から，その平均線の方向に基準長さ L だけ

抜き取り，抜き取った部分の平均線から曲線までの偏差の絶対値を合計し，平均した値で

ある．定義式は(4-1)式で表される． 

 

   
 

 
         

 

 
       (4-1) 

 

平均化することで特異的な値が及ぼす影響が小さくなり，安定した結果を得ることができ

る． 

 次いで，歪度とは山と谷の対称性を表す指標であり，その正負や絶対値の大きさで，粗

さ曲線の分布が上下（山谷）のどちらに偏っているかを表す．例えば，図 4-5(b)のような粗

さ曲線の場合，算術平均粗さは同じ値をとるが，歪度の正負でどのような形状であるのか

判断することができる．歪度が負の場合，粗さ曲線の分布は上に偏る．すなわち，なだら

かな山と鋭い谷のある形状となる（図 4-5(b)左）．歪度が正の場合，粗さ曲線の分布は下に

偏る．すなわち，鋭い山となだらかな谷のある形状となる（図 4-5(b)右）．歪度の定義は(4-2)

式で表される． 

 

    
 

  
  

 

 
   

   

 

 
          (4-2) 

 

ここで，Rqは Raの標準偏差を表している． 

 尖度とは高さの分布に関する指標であり，その断面（表面）がどれだけ尖っているかを

表す．図 4-5(c)のように，尖度 Sskが 3より大きい場合，高さの分布は中央付近が多くなり，

鋭い山や谷が多いことがわかる．表面に山や谷が多くなく，全体的に平坦である場合尖度

(a) 丸い凸を持つ構造 (b) 鋭い凸を持つ構造
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は 3 より小さい値をとる．尖度が 3 と等しい場合，その粗さ曲線の高さ分布は正規分布と

なる．尖度の定義は(4-3)式で表される． 

 

    
 

  
  

 

 
   

   

 

 
          (4-3) 

 

 Sa，Ssk，そして Sku は，それぞれこれらの値を 3 次元空間に拡張したものであり，その

定義は以下のとおりである． 

 

   
 

 
                

 
      (4-4) 

    
 

  
  

 

 
    

      
           (4-5) 

    
 

  
  

 

 
    

      
           (4-6) 

 

ここで，f(x,y)は粗さ曲面を，Aは基準面を，Sqは Saの標準偏差を表している．それぞれの

表す意味は 2 次元の場合と変わらないが，本研究では表面の微細構造を対象としているの

で，評価指標としては以上の面粗さのほうが適切である． 
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図 4-5 粗さ曲線とその評価指標 

 

 

 歪度や尖度といった値は，トライボロジ等の分野で，摩擦との関係をよく研究されてい

る 4-4)-4-6)．例えば，高い Skuと負の Sskを持つような表面は，摩擦を減少させるということ

がわかっている 4-7)．算術平均粗さでは分類することのできない，図 4-4のような形状は，

歪度 Sskを用いることで分類できる．また，尖度 Skuで表される表面の凹凸の鋭さも算術平

均粗さの値では判断することができない．ナノピラーなどの，細胞の接着できる面積を小

さくすることで，その接着を抑制できるという報告があることから，歪度および尖度で特

徴づけられる構造が細胞の接着に影響を及ぼしていると考えられる．ナノピラーやホール

構造のピッチ（空間波長）が細胞の接着に及ぼす影響が，先述した算術平均粗さと共によ

く調査されている一方で 4-8)-4-12)，歪度や尖度の影響を調査した報告は少なく，体系的な整

理がされていない．そこで，以降の節では，図 4-4 で示されるような形状を持つ構造を作製

し，これを細胞接着の足場として適用する．また，そのような微細構造の幾何的特徴量が

細胞の接着・成長に及ぼす影響を調査する． 

ここで，図 4-4のような構造は曲面を持っているため，従来の半導体プロセスでは作製が

困難である．一方で，図 4-6に示すように，微粒子列をマスクとした Si基板のドライエッ

L

f(x)

x

Rsk > 0Rsk < 0

x

f(x)

(a) Roughness ( )Ra

(b) Skewness ( )Rsk

(c) Kurtosis ( )Rku

Rku > 3

x

f(x)

Rz

Rku < 3
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チングによって，形状の特徴が図 4-4(a)や(b)と類似した構造の作製が行われている 4-13)．こ

の基板をモールドとして，熱硬化性樹脂であるポリジメチルシロキサン（以下，PDMS）へ

の形状転写をすれば，元の構造の反転形状を得ることができる．また，その PDMSをモー

ルドとして新たな PDMSでのモールディングを行えば，図 4-4のように共通の粗さ曲面を

持つ構造が作製できると考えられる．さらに，PDMS は細胞培養の足場として望ましい透明

材料である．そこで，本研究では以上の方法を用いて細胞培養用の足場を作製する． 

 

 

 

図 4-6 微粒子をマスクとした Si基板のドライエッチング 4-13)
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4.3 微粒子を用いた微細構造の作製  

4.3.1 微細構造の作製プロセス 

 4.2.3 節で示したような表面幾何形状を持つ構造を，以下の手法で作製する．まず，第 2

章と同様の手順で，Si ウエハを基板として微細構造化した微粒子列を作製する．次いで，

この微粒子列をマスクとして，Si 基板に CF4による反応性イオンエッチング（以下，RIE）

を施す．これにより，Siウエハを微細構造化することができる 4-14)．マスクとする微粒子の

粒径，エッチング時間，そして高周波（RF）パワーを制御することで，構造の形状が変化

する 4-15)-4-16)．こうして微細構造化された Si基板は，概ね凸形状のピラーを持った構造とな

る．この方法で作製した微細構造をモールドとし，PDMSをモールディングする．これによ

り，モールドの反転形状を持った PDMS を作製することができる．更に，この PDMS をモ

ールドとして，新たに PDMSをモールディングすれば，元の Si基板の形状と同様の形状と

なる．両者は同等の算術平均粗さを持ちながら，異なる幾何的特徴を持つ微細構造である．

更に，両方共 PDMS なので，材質や機械的特性等も統一されている．以上の工程を図 4-7

に，手順を以下に示す． 

 

① 2.3.4節のとおり，微粒子列を Si基板上に作製する（図 4-7(a)）． 

② CF4による RIE を行う（5min～10min，図 4-7(b)）． 

③ 残留する微粒子を，超音波洗浄機で脱離させる． 

④ モールドに PDMSを流し込む．微細構造の形状を正確に転写するため，真空脱気を 1

時間行う（図 4-7(c)）． 

⑤ 70°C で 1時間，硬化させる． 

⑥ ⑤で作製した PDMS に剥離処理を施し，新たなモールドとする． 

⑦ モールドに PDMSを流し込み，真空脱気を 1時間行う． 

⑧ 70°C で 1時間，硬化させる． 

 

 また，本工程で作製する構造の要求仕様を以下のように設定する．まず，算術平均粗さ

としては，先述の研究を参考に 20~50nmとする 4-1)-4-2)．歪度および尖度に関しては，細胞

の接着との関係を調査した研究が少ないので，摩擦への影響を調査したものを参考とする．

Bastosらの研究によれば，歪度 Rsk = -1なる表面では接触面積が増加する 4-6)．本研究でも

同様の効果を期待し，更に正の歪度の影響も調査するため，歪度の要求仕様を Ssk = -1 ~ 1

と設定する．また，尖度に関しては，Rku = 2の表面よりも，Rku = 3の表面で接触面積が大

きく増加している．そこで，尖度の値の変化は 1程度で良いと考えた．尖度の基準は 3で

あるため，尖度の要求仕様を Sku = 2.5 ~ 3.5と設定する．構造の空間波長に関しては一定の

値とし，以下のように決定した．まず，空間波長が細胞の代表寸法よりも大きい構造では，
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その表面形状は細胞にとって粗さではなくうねりとして影響すると考えられる．本研究の

主旨として，細胞に比べて小さい構造を対象としているため，空間波長は細胞の代表寸法

よりも小さいことが必要である．また，接着した細胞 1個の底面に対して複数の微細な凹

凸が存在することが望ましいため，少なくとも細胞の代表寸法の 1/10程度の空間波長が必

要である．ここで，Muhammad らの研究では，ポリスチレンディッシュのエンボス加工に

よって，ピラー構造とウェル構造を作製し，ヒト角膜内皮細胞を培養している 4-17)．そして，

図 4-8 のように，ピラー構造のピッチ（＝空間波長）を 1μmとした時，ヒト角膜内皮細胞

がもっともよく増殖している．そこで，本研究において，微細構造の空間波長を λ=1μmと

した． 

 

 

 

図 4-7 微細構造化 PDMS の作製工程 

 

 

 

 

(a) 微粒子の自己組織化

親水部

疎水部

微粒子
20 m

(b) Si基板へのエッチング

Si基板

微粒子

CF4プラズマ

(c) PDMSによる形状転写

PDMS

PDMS

PDMS
PDMS

PDMSSi基板
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図 4-8 様々な表面でのヒト角膜内皮細胞の増殖率 4-17)抜粋 

 

 

4.3.2 微粒子列をマスクとした Si 基板のエッチング 

 本項では，微粒子列をマスクとした Si 基板のエッチングについて説明する．まず，2.3.4

項のとおり，ピラニア処理を施した Si基板に OTS-SAMで親水/疎水パターンを設ける．こ

の基板を φ1μm の SiO2微粒子が分散した懸濁液から引き上げ，親水部に微粒子を整列させ

る．次いで，図 4-8 に示す RIE 装置（コンパクトエッチャー FA-1K，Samco）を用いて，

CF4ガス供給量を 20sccm，RF POWER を 100W，そしてエッチング時間 5~10 分間の条件の

もとエッチングを行う．Si 基板上に整列した微粒子がマスクの役割を果たし，エッチング

深さに勾配が生じる．最後に，基板上に残存している微粒子を超音波洗浄機で脱離させる．

なお，本研究では，特にエッチング時間を変えることで形状の制御を行っている． 
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図 4-8 コンパクトエッチャー（RIE 装置） 

 

 

 図 4-9 は，上記の方法で微細構造化した Si 基板の SEM 像である．図 4-9(a)はエッチング

時間が 5 分間のものを，(b)は 7 分間のものを示している．それぞれ，マスクとした微粒子

列と同じように，六方最密に配列した微細構造が確認できる．また，構造の頂点間の距離

はマスクとした微粒子の粒径と同じく 1μm であり，培養する細胞の代表寸法に比べ小さい

値となっている．このような微細構造が，マスクとした微粒子列と同様，平面と交互に配

列している．図 4-9(a)では微細構造はピラー様の構造であり，図 4-9(b)ではテント状のピラ

ー様の構造である．このようにして作製された微細構造は，非常に規則的に配列している．

第 1 章で述べたとおり，従来の研究では，細胞培養用の足場の微細構造化をプラズマ処理

等で行っている．従って，微細構造には規則性が無く，足場全体で一様な形状ではない．

これに対し，本研究で作製した規則配列している微細構造を用いることで，細胞への影響

を正確に知ることができると考えられる．なお，エッチング時間に伴って形状が変化する

ことは，以下が原因として挙げられる．微粒子をマスクとして Si ウエハをエッチングした

場合，その時間経過に伴う形状は図 4-10 のように変化すると考えられる．すなわち，エッ

チングは最初，微粒子間の空隙から開始され，エッチングによる微粒子の形状変化にとも

なってエッチングの範囲が拡大していく．この際，Si ウエハに形成される微細構造には微

粒子の球形状に従った勾配が発生する．  
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図 4-9 微細構造化した Si基板の SEM像．(a)エッチング時間 5分，(b)エッチング時間 7分． 

 

 

 

図 4-10 微粒子をマスクとした Siウエハの，時間経過に伴う形状変化 

 

 

 

 

(a) 5エッチング時間 分

(b) 7エッチング時間 分

1 m

1 m

物理エッチング

Siウエハ

物理エッチング

微粒子

物理エッチング

化学エッチング
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4.3.3 微細構造の形状転写 

 本節では，PDMS による形状転写について説明する．微細構造の幾何的特徴量のみに着目

すれば，細胞培養に適用する足場は，モールドとなる微細構造化した Si基板と，その反転

形状を転写した PDMSにすればよい．しかし，基板のヤング率が細胞の接着に影響を及ぼ

すという研究結果もあり，比較の際には両者のヤング率等をなるべく統一することが望ま

しい 4-18)．更に，観察の際には透明材料であることが望ましい．そこで，本研究では，Si

基板をモールドとして作製した PDMSを新たなモールドとして用いて，再び PDMSのモー

ルディングを行うことで，元々の Si基板の形状を持った PDMSを作製する． 

PDMS をモールドとして同じ材料である PDMS をモールディングする場合，モールドと

なる PDMSに剥離剤を塗布することが必要である 4-19)．本論文では剥離剤として OPTOOL 

HD-1100（ダイキン工業，以下，オプツール）を用いた．オプツールの修飾方法を図 4-11

に，説明を以下に示す． 

 

① モールドとする PDMSを，オプツールに 1分間浸漬する． 

② 温度 70°C，湿度 90%の環境で 1時間静置し，反応させる． 

③ PDMS をリンス剤 OPTOOL HD-THに浸漬させ，リンス処理を行う． 

④ 温度 23°C，湿度 65%の大気中で 24時間静置する． 

 

まず，剥離剤の効果を検証するため，ラインアンドスペース形状のモールドで PDMS を作

製した．更に，その表面に上記の手順でオプツール処理を施した．図 4-12 はこの方法で作

製した，ラインアンドスペース構造を持つ PDMSの SEM像である．PDMSは，元のモール

ドと同じ形状である幅 50μm，間隔 50μm のラインアンドスペース形状となっている．凸部

付近で顕著に見られる亀裂のような線は，SEM 観察時に行った Au のコーティングによっ

て発生したものであると考えられる． 
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図 4-11 PDMS へのオプツール修飾工程 

 

 

 

図 4-12 オプツール修飾を施した PDMS モールドの SEM像 
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 上記の工程で作製した PDMS をモールドとして，新たに PDMS を以下の手順でモールデ

ィングした． 

 

① 前述した PDMS をモールドとし，PDMS を流し込む． 

② 微細構造の形状を正確に転写するため，真空脱気を 1時間行う． 

③ 70°C で 1時間，硬化させる． 

 

図 4-13 は，本手法で PDMS をモールドとして作製した PDMS の SEM 像である．元のモー

ルドおよび図 4-9 と同じく，幅 50μm，間隔 50μm のラインアンドスペース形状となってい

る．図 4-9 で顕著に見られた亀裂のような線は，これをモールドとして作製した図 4-10 に

は見られない．以上の結果から，本手法を用いて PDMS への剥離剤の修飾およびこれを新

たな PDMS のモールドとすることができることが明らかとなった． 

 

 

 

図 4-13 PDMSをモールドとしてモールディングされた PDMSの SEM像 

 

  



第 4章 微細構造の幾何的特徴量が細胞の接着に及ぼす影響 

101 

 

4.3.4 微細構造化 PDMS の作製結果 

 剥離剤を用いることで，PDMSをモールドとして PDMSの形状転写ができることがわか

った．そこで，RIE により微細構造化した Si基板をモールドとした PDMSへの形状転写，

およびその PDMSをモールドとした PDMSへの形状転写を試みた．作製の工程は上記と同

様である．マスクとする微粒子列は，第 3章で作製したものと同様，幅が約 40μm，間隔が

約 60μmのものを採用した．すなわち，PDMS平面上に，幅が約 40μmの微細構造化された

領域が形状転写される（図 4-14）． 図 4-15はこの方法で作製した微細構造化 PDMSの，微

細構造部分の AFM像であり，表 4-1はこの部分の幾何形状をまとめたものである．AFM像

では，左に鉛直方向から見た像を，右に鳥瞰図および断面曲線を示している．Scaffold a，c，

eは，微細構造化した Siをモールドとして作製している．Scaffold bは，Scaffold aを，Scaffold 

d は Scaffold cを，そして Scaffold fは Scaffold eをモールドとして，それぞれ作製している．

微細構造化した Siをモールドとして作製した PDMS ではホール様の形状が，これをモール

ドとして作製した PDMSではピラー様の形状が観察できた．すなわち，2回の転写によって

元の Siの構造と同様の構造が作製できた．どの構造も，構造の頂点（凸部）間を結ぶよう

な線も確認できる．これは，図 4-9(b)でも同様に観察された，RIE のマスクに微粒子を用い

たことに由来する形状であると考えられる．また，微細構造の設けられていない PDMS平

面の幾何的特徴量は，Ra = 2nmであり，微細構造化した部分と比べて平坦であることがわ

かる．今回用いた AFM に付属するソフトでは，算術平均粗さは計測可能であるが歪度およ

び尖度は計測できないため，これらの特徴量については，計測した数値データを Microsoft 

Excelに入力し，定義に基づき計算することで求めている．ただし，同ソフトの設定では基

準を 0とした尖度の値が表示されてしまうので，尖度に関してのみすべての値に 3を足し

ている．同じ Siモールドが元となって作製された PDMS 同士を比較した場合，その算術平

均粗さおよび尖度はおおむね同じ値となっている．一方で，歪度に関しては両者で符号が

逆転しており，その絶対値は近い値となっている． 

 

 

 

図 4-14 微細構造化した PDMS の模式図 

 

PDMS

微細構造

平面

40 m
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図 4-15 微細構造化 PDMS の AFM 像と幾何的特徴量 

 

 

Ra = 19 nm，Rsk Rku = 0.2  = 3.3，(d) Scaffold d
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D
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D
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E
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Ra = 13 nm，Rsk Rku = -0.3  = 3.0，(f) Scaffold f
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表 4-1 微細構造化 PDMS の幾何的特徴量 

 

 

 

4.4 微細構造への細胞接着  

4.4.1 実験方法および条件 

 前節で作製した微細構造を足場として，PC12 細胞を播種・培養する．PDMS 表面はあま

り細胞の接着性が良くないため，ポリスチレンをコーティングする．また，コンタミ防止

のため細胞播種前に UV滅菌を 12時間行う．培養等の条件は 3.3節と同様，播種濃度

5000cells/cm
2，温度 37°C，湿度 100%，気相 5% CO2+Airである．以上の手順を図 4-16に示

す． 

 

 

 

図 4-16 微細構造化 PDMS 上での細胞培養手順 

 

 

4.4.2 実験結果および考察 

 微細構造化した PDMS を足場として適用し，その細胞接着におよぼす影響を調査した．

図 4-17 は，微細構造化した PDMS上で PC12細胞を培養した，播種後 24時間時点での位相

差顕微鏡像である．すべての基板で，細胞が微細構造上に接着している様子が確認できる．

Scaffold Sa [nm] Ssk Sku 概形

a 40 -0.6 2.7 ホール

b 46 0.8 2.7 ピラー
c 22 -0.2 3.1 ホール
d 19 0.2 3.3 ピラー
e 30 0.5 2.8 ホール

f 13 -0.3 3.0 ピラー

ディッシュ

微細構造（ ）PDMS

(a)　基板のディッシュへの静置

マイクロピペット

(b)　液体培地の添加

細胞

(c)　細胞の播種
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一方で，その細胞の数は基板によって異なっている．特に，図 4-16(a)では，多くの細胞が

微細構造上に接着しているが，(b)では平面部分に接着した細胞も多く存在している．ただ

し，どの基板においても，微細構造化した微粒子列を足場とした場合の方が，微細構造部

に接着した細胞の数が多かった． 

 

 

 

図 4-17 微細構造化した PDMS 上での細胞培養 

 

 

 図 4-18は，以上の各基板における選択接着率 αをまとめたものである．それぞれ，(a)が

算術平均粗さ Saの影響，(b)が歪度 Sskの影響，(c)が尖度 Skuの影響についてまとめている．

(a)および(c)では，それぞれの幾何学的特徴量に対して，選択接着率 α との相関は見られな

い．一方で，(b)においては強い相関が見られ，歪度の低下に従って α が高くなる．これは

特に，以下のサンプルに着目することで明らかである．Scaffold aと b，Scaffold cと dにつ

いては，Saおよび Skuの値がそれぞれほぼ同程度であるが，Sskの値は符号が逆転している．

そして，Scaffold aと b の選択接着率 αおよび Scaffold cと dの選択接着率 αは，それぞれ異

なる値をとっている．  

 

 

m

微細構造

細胞

微細構造

(d) Scaffold d

(a) Scaffold a

微細構造

微細構造

(e) Scaffold e

(b) Scaffold b

微細構造

微細構造

(f) Scaffold f

(c) Scaffold c
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図 4-18 微細構造の幾何特徴量が細胞の接着におよぼす影響 

 

 

 ここで，影響するパラメータとして算術平均粗さ，歪度，そして尖度の 3 種類が存在し

ているので，どのパラメータの影響が支配的であるかはわからない．そこで，多変量解析

を行うことで，支配的なパラメータを調査した．行った解析は重回帰分析であり，表 4-2は

解析の結果である．自由度調整済みの決定係数と F 検定に基づく p 値は，どちらも今回の

解析の信頼性を示す値であり，前者は 1に，後者は 0に近いほど解析結果の信頼性が良い．

今回の場合，自由度調整済みの決定係数が約 0.8，F 検定に基づく p 値がほぼ 0 であり，信

頼できる解析結果であると言える．算術平均粗さ，歪度，そして尖度の p 値は，選択接着

率の値が変動する要因であるかどうかを判断するための値であり，これが 0.05 未満であれ

ば影響すると言える．今回の解析結果では，各パラメータのうち歪度のみが p<0.05 である

ので，選択接着率の値には歪度の値の大小が支配的と言える． 
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表 4-2 重回帰分析の結果 

 

 

加えて，各グラフにおいて相関性を調査した所，その相関係数はそれぞれ，選択接着率

と算術平均粗さとの関係が-0.3，選択接着率と歪度との関係が-0.9，そして選択接着率と尖

度との関係が-0.3であった．相関係数とはその名の通り，二つの物理量の相関関係を表す量

であり，今回の場合は以下の(4-7)式で定義できる． 

 

 
 相関係数  

 共分散 

 選択接着率    幾何的特徴量 
 (4-7) 

 

相関係数の正負は比例・反比例の関係を表し，その絶対値が 1 に近いほど両者の間に高い

相関関係がある．以上の重回帰分析の結果と相関係数から，選択接着率 α に最も強く影響

しているのは，今回の実験条件下では歪度 Sskの値と考えるのが妥当である． 

 仮足先端の焦点接着斑の表面積は，遊走時には約 0.25μm
2 であるという報告がある 4-20)．

そして，PC12 細胞では，接着後の安定状態で 1μm
2まで大きくなるという報告もある 4-21)．

これらの関連研究での調査結果をもとに考えると，以下のような考察ができる．本論文で

対象としている微細構造は周期性の良い構造であり，その空間波長（ピッチ）は微粒子の

粒径と同じく 1μm である．これは，接着状態の焦点接着斑と同等のサイズである．いま，

PC12 細胞が遊走の過程で微細構造に到達し，その接着斑を大きくして安定な接着状態にな

ろうとした時，歪度が大きい構造ではピラーをまたぐようにして接着しなければならない．

これと比較すると，歪度が小さい構造では接着面積が大きくなるよう接着できると考えら

れる． 

 次いで，微細構造が細胞の増殖に及ぼす影響についても，増殖率を以下で定義し，調査

した． 

 

                 (4-8) 

 

ここで，Nm24および Nm72は，それぞれ播種後 24 時間および 72 時間時点での微細構造上に

接着している細胞の数である．微細構造化した PDMS 上での細胞培養を継続して行い，微

自由度調整済みの決定係数

1.5 10× -7
F p検定に基づく 値

算術平均粗さ の 値Sa p

歪度 の 値Ssk p

尖度 の 値Sku p

4.2 10  (< 0.05)×
-7

8.2 10×
-1

1.5 10×
-1

6.6 10×
-2
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細構造上での細胞の増殖を観察した．第 3 章での微粒子列の結果と同様ならば，微細構造

に沿った増殖が見られるはずである．図 4-19は播種後 72時間時点での基板の位相差顕微鏡

像である．なお，図 4-19は図 4-17と同一箇所を撮影している．すべての基板で，接着して

いる細胞の数が増えており，細胞が増殖していると判断できる．特に，微細構造に接着し

ている細胞は微細構造のある方向に増殖している．増殖率 β を算出したところ，もともと

の α にかかわらず，すべての基板でその値はほぼ 2 となった．つまり，微細構造上に接着

したほとんどの細胞の増殖方向は，微細構造に沿っているということである．ただし，平

面に接着した細胞について，これが微細構造に遊走することはなく，微細構造のある方向

へ増殖もしていないため，選択性自体が上がることはなかった． 

 

 

 

図 4-19 微細構造化した PDMS 上での細胞増殖 

 

 

4.4.3 細胞の接着モデルの提案とその検証 

 ここまでで，細胞の接着には足場となる表面の歪度が需要であることがわかった．先行

研究においても，接着する表面の微細な構造が細胞の接着面積に影響を与えると考えられ

ている．つまり，微細構造上の細胞を液滴に見立て，Wenzelのモデル 4-22)のように粗い面全

m
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細胞 微細構造 微細構造
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(d) Scaffold d
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体と細胞が接着している場合，平面と接着しているよりも接着面積が大きくなる．一方で，

Cassie-Baxterのモデル 4-23)のように，細胞と微細構造の間にトラップが存在する場合，平面

と接着しているよりも接着面積が小さくなる．例えば，ナノピラー構造を HeLa 細胞の接着

の足場として適用したところ，細胞の接着力が弱くなったという報告がある 4-24)． 

 本研究では，細胞をひとつの材料と見立て，この現象の解明を試みる．細胞が接着に不

安定な場所（平面）から安定する場所（微細構造）へ遊走するさまは，薄膜の島状成長に

おける表面拡散と似た挙動である．この成長のことを Volmer-Weber モード（VW モード）

と呼び，図 4-20 で示すようにして基板に薄膜の核が形成される 4-25)．すなわち，薄膜材料

の原子は基板表面に衝突した後，その表面を拡散する．その後，同じく拡散している原子

や後述する安定核に衝突し，クラスタを形成する．このクラスタを構成する原子数が一定

以上となると，それは安定核となる．安定核が成長を続け，他の安定核とコアレッセンス

し，薄膜が形成されていく．この核形成は，薄膜の原子がエネルギ的に有利な状態に移行

するため起こると考えられている．このような成長が見られる条件は，基板-薄膜原子間の

結合の力を F1とし，薄膜原子-薄膜原子間の結合の力を F2とした時，F1 < F2のような基板

と薄膜材料を選択した時であると言われている．細胞は一般に，集団で存在する方が安定

しており，単純な平面で培養した場合，複数の細胞が寄り集まるようにして接着していく

ことからも，細胞-細胞間の結合の力が基板-細胞間に比べ強いと考えられる．細胞の場合，

薄膜の原子に相当するものが細胞であり，播種直後に平面に接着した細胞は遊走をはじめ

る．そして，接着に有利な場所（微細構造）に衝突して，安定となると考えれば，細胞の

選択的接着もエネルギで解釈することが可能であると考えられる．つまり，細胞が平面に

接着している状態よりも，微細構造に接着している状態の方がエネルギ的に安定であれば，

全体として状態は後者に遷移していくと考えることができる． 

 

 

 

図 4-20 Volmer-Weberモードにおける薄膜原子の表面拡散とクラスタ形成 

 

 

 

表面拡散

基板表面

クラスタ

薄膜の原子
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 ここで，細胞の接着について，本研究では図 4-21 で示したモデルを参考としている 4-25)．

細胞の伸展方向には仮足と呼ばれる機構が形成される．糸状仮足はその先端に存在する細

長い構造であり，多数の受容体タンパク質で周囲の環境を検知する．葉状仮足には焦点接

着（focal adhesion）が存在し，細胞の遊走に際し巨大化（focal complex）し，遊走の支点と

なることが知られている 4-26)-4-27)．細胞の仮足ではない部分と基質との間は，インテグリン

で構成される接着機構を介して接着していることが分かっている．すなわち，この接着機

構の数が多いほど，安定した細胞の接着となる． 

 

 

 

図 4-21 細胞の接着モデル 4-26)
 

 

 

 いま，図 4-22 のように，一つの細胞に着目する．基板には，微細構造化された領域と平

面とが存在しているとする．細胞が平面に接着している状態を状態 1，微細構造に接着して

いる状態を状態 2，そして細胞が浮遊している状態を状態 3と定義する．各状態の系全体の

エネルギを E1~E3とすれば，各々の値は 

 

                                           (4-9) 

                                            (4-10) 

                      
      (4-11) 

 

となる．ここで，S は表面積を，γ は単位面積あたりの表面エネルギを意味しており，それ

ぞれの示す物理量は表 4-3でまとめている．細胞が平面に接着した状態から，遊走して微細

構造上に接着した状態に遷移するためには，少なくとも E1-E2>0 であることが必要である．

式(4-9)および(4-10)より，これを計算すると， 

 

                                                          (4-12) 

細胞

基質

細胞 基質間接着
（インテグリン）

-

細胞 細胞間接着
（カドヘリン）

-

細胞骨格
（アクチンフィラメント）
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となる．ここで，表面の微細構造化に伴う表面（界面）エネルギの変化は，接触面積の変

化に伴う現象であるため，単位面積あたりの界面エネルギが変わるわけではない．したが

って，平面と微細構造の材質が同じであれば，         であり，         である．この

ことから，式(4-11)は 

 

                                                 (4-13) 

 

と表すことができる．接着面積や単位面積あたりの表面エネルギは正の値であるため，式

(4-13)が正となるためには，                      および            が正となればよい． 

 

 

 

図 4-22 細胞の位置と系のエネルギの関係 
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E = + - + +1 ( ) S  S  S S  S  s s/m f f/c f/m c/m c/m f/c f/c    E = + - +2 ( ) S  S  S S ’ +S  f f/m s s/c s/m c/m c/m s/c s/c   
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S *c/m

E =3 S  +S  +S  s s/m f f/m c/m c/m  
*
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表 4-3 状態 1~3で対象とする物理量の定義 

 

 

 

 ここで，           の大小は，以下のように考えることができる．細胞が培地中に浮遊

した状態（状態 3）から，平面上に接着した状態（状態 1）に遷移する場合を考える．（た

だし，細胞が重力の影響を受けないほど軽い材料であるとする．）この遷移のためには，少

なくとも E3-E1>0であることが必要である．式(4-9)および(4-11)より，これを計算すると， 

 

            
                              (4-14) 

 

となる．接着性細胞は培地中に浮遊しているよりも何かに接着している方が安定であり，

通常の培養条件では状態 4 から状態 3 への遷移が起きる．前述のとおり，接着面積や単位

面積あたりの表面エネルギは正の値であるため，     
           の値にかかわらず

           の値は負となればよい．したがって，式(4-13)が正となるためには，           

および            が正となればよい．すなわち，微細構造-細胞間の表面積が平面部分-

細胞間の表面積よりも大きく，かつ細胞の非接触部の面積が状態 1 よりも状態 2 の方が大

きければ，エネルギで考えると細胞が微細構造上に接着している方が安定であるため，状

態が遷移すると考えられる． 

 上記の仮定の下では，微細構造であればその幾何形状によらず細胞が選択的に接着する

こととなる．しかし，実際には選択的に接着する細胞の割合は微細構造の特徴量によって

差があり，接着しづらい構造なども存在する．これは，以下のように考えられる．まず，

状態 1 から 2 への遷移が起こる確率は，式(4-13)の E1-E2の値が大きいほど高くなる．つま

り，           および            の値が大きいほど，細胞が微細構造に選択的に接着し

やすい．逆に，これらの値が小さい場合，細胞はあまり微細構造に接着しない．特に，微

細構造-細胞間の接触面積    が小さいほど E1-E2の値が小さくなり，結果として細胞が微細

構造に接着した状態となりづらくなると考えられる． 

 以上の考察は，細胞を 1 つの材料として扱い，固体物理学の観点から整理したもので

ある．そのため，細胞の生物学的な要素は考慮していない．本研究では，細胞の微細構造

Ss/c

Sf/c

微細構造 細胞間の- 接触面積

平面部分 細胞間の- 接触面積

Ss

Sf

Sc/m

S ’c/m

s/m

f/m

c/m

s/c

微細構造の表面積

平面部分の表面積

細胞 培地界面の面積（状態 ）- 1

細胞 培地界面の面積- （状態 ）2

S *c/m 細胞 培地界面の面積（状態 ）- 3

微細構造 培地間の単位面積あたりの界面エネルギ-

平面部分-培地間の単位面積あたりの界面エネルギ

細胞 培地間の- 単位面積あたりの界面エネルギ

微細構造 細胞間の- 単位面積あたりの界面エネルギ

f/c 平面部分 細胞間の- 単位面積あたりの界面エネルギ
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への接着に関する全体のモデルを，図 4-23 のように考えている．すなわち，細胞の微細構

造への接着は，以下の 3 段階を踏んで行われる．まず，(a)播種後，沈降によって平面に接

着した細胞が，遊走を開始する．(b)遊走の過程で，細胞が微細構造の端部に到達する．(c)

細胞が微細構造に接着する．この 3 段階の内，(a)～(c)のすべてで，分子細胞生物学に分類

される，仮足での認識や接着機構での接着がかかわってくると考えられる．そして，本研

究での範囲，エネルギ的に有利な状態へ遷移するという現象は，(b)~(c)にかかわると考えら

れる．以上より，本研究の成果に加え，分子細胞生物学の観点を取り入れれば，細胞の接

着という現象を，より詳細に解明できると考えている．例えば，分子細胞生物学の観点で

は，接着時の表面積が大きい方が細胞の接着に有利であるということは，以下のように考

えられる．まず，糸状仮足やその受容体タンパク質は，本研究で対象としている微細構造

に対して非常に小さいため，糸状仮足での微細構造の認識は行われていないと考えられる．

先述の通り，細胞の仮足ではない部分と基質との間は，インテグリンが集合した接着機構

によって接着している（図 4-21）．この接着機構は細胞-基質間に複数存在しており，細胞の

接着面積が大きくなるほどその数も増加し，細胞の接着に有利であると考えられる．この

ような分子細胞生物学での解釈と，上記の工学的視点での解釈を合わせ，接着機構の数，

そしてエネルギのはたらきにより，細胞の接着位置が決定されると考えられる． 
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図 4-23 細胞の微細構造への接着モデル 

 

 

 細胞の接着面積が大きくなるような構造とは，どのような構造であるか，以下のように

考えた．まず，例として図 4-24(a)および(b)のような，負の歪度を持つ構造と正の歪度を持

つ構造を考え，その上に細胞が接着しているとする．これら 2 つの構造が，共通の粗さ曲

面を持つとすれば，細胞が表面全体に接着すればその接着面積は同じ値となる．一方で，

細胞がそのような表面全体との接着を果たすには，細胞自体の変形が必要となる．例えば，

表面全体との接着に，図 4-24 (a)と(b)はそれぞれ(c)と(d)のように変形する必要がある．この

変形した領域は，図中に斜線で表している．いま，図 4-24のような 2次元平面のみを考え，

変形前の細胞を半径 rの半円であると考える．表面の形状を半径 
 

 
 の円が配列したもの（図

4-24(a)(c)）と，その反転形状（図 4-24(b)(d)）とする．図 4-24(c)および(d)のような変形した

領域の面積が，細胞全体の面積に占める割合を計算すると，(c)では約 9%，(d)では約 33%

となる．つまり，図 4-24(c)のような接着状態になるほうが，(d)のような接着状態になるよ

りも，変形しなければならない量が少ない．例えば，細胞の材質を弾性率 1×10
4
Pa のゲル

と仮定し，断面積 A を（細胞の代表寸法が 25μm とした場合）490μm
2とし，上記の変形量

が起こるために加える力 F は，以下のように計算できる． 

 

(a) 細胞の平面への接着，遊走

細胞の接着 = f(x,y,z) + g(a,b,c)

エネルギで説明 生物的作用

平面

細胞微細構造
遊走

(b) 微細構造への到達

(c) 微細構造への接着

分子細胞生物学の領域
（受容体タンパク質での
認識，インテグリンでの
接着）

固体物理学的の
領域
（エネルギ的に
有利な状態への
遷移）
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              (4-15) 

 

ここで，   は，細胞の変形した領域の面積が細胞全体の面積に占める割合である．これを

計算すると，(c)では 0.4μN，(d)では 1.7μN となり，約 4 倍の差が存在することが分かる．

このような，接着面積が大きくなるよう接着する際に，細胞の変形量が小さくて済む構造

が，細胞の接着に有利であると考えられる． 

 

 

 

図 4-24 細胞の接着状態の模式図 

 

 

 以上では，歪度が正である構造では細胞の接着面積が小さくなるであろうことを，理論

的に説明した．そこで，細胞があまり接着しなかった，歪度が正である微細構造における

細胞の接着状態を，実際に SEMで観察した．ただし，SEMはその観察原理から，鏡筒内を

高真空にする必要がある．完全に乾燥していない試料を真空下に置くと，試料からガスが

発生，このガスの分子により電子ビームが散乱し，像が得られないことが考えられる．こ

のような理由から，細胞は水分を大量に含んだ材料であるので，そのままでは SEMで観察

できない．そのため，材料の水分を除去する必要があるが，単純に乾燥させると蒸発時の

表面張力によって構造が破壊され，元々の構造が維持されない．そこで，こうした材料の

観察には，主に凍結乾燥法や臨界点乾燥法という技術を用いる．両者は水分の除去の際に

表面張力を発生させないという点で共通している．凍結乾燥法は，臨界点乾燥法のように

数十気圧まで加圧するような作業を必要とせず，工程が簡便である．そこで，本研究では

細胞の SEM観察に凍結乾燥法を採用した． 

(a)　負の歪度を持つ構造上の細胞 (b)　正の歪度を持つ構造上の細胞

(c) (a)　細胞が の全面に接着した状態 (d)　細胞が の全面に接着した状態(b)
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 凍結乾燥法は液体窒素を用いて凍結させる方法が主流であったが，高い凝固点と高い蒸

気圧を持つ t-ブチルアルコールを用いることで，液体窒素を用いずに同様の結果を得ること

ができる 4-28)-4-29)．凍結乾燥法では材料の水分をエタノールで脱水し，そのエタノールをす

べてブタノールに置換する．このブタノールを凍結させて固体の状態にし，そこから気体

に昇華させることで，表面張力を発生させること無くブタノールを除去できる．このよう

にして処理された材料は，水分を含んでおらず，形状も脱水前の状態を維持している．凍

結乾燥法の詳細な工程を以下に示す．まず，細胞のタンパク質を固定するため，Karnovsky

溶液を調整し，細胞培養基板をこれに浸漬させる．表 4-4は Karnovsky溶液調整のために使

用した薬品であり，表中の数値は Karnovsky溶液 26mlを調整する場合のものである． 

 

 

表 4-4 Karnovsky溶液調整に使用する薬品 

溶液名 添加量 ml 最終濃度 

11.4% パラホルムアルデヒド溶液 3.5 1.5% 

0.2mol/L カコジル酸ナトリウム溶液 13.1 0.1mol/L 

8% グルタルアルデヒド溶液 9.4 2.9% 

   

 

 Karnovsky溶液によって固定化した細胞中の水分を脱水するため，濃度の異なるエタノー

ルに，濃度の薄いものからはじめて順次浸漬する．その後，同様の手順でエタノールを t-

ブチルアルコールへ置換する．脱水した細胞を，図 4-25 に示す凍結乾燥装置（真空デバイ

ス，VFD-21S）によって処理した．まず，試料を冷蔵庫や試料ステージで凍結する．次いで，

真空排気装置で，t-ブチルアルコールを昇華する． 
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図 4-25 凍結乾燥装置の外観 

 

 

 以上の方法でPC12細胞の接着した微細構造化Siウエハを凍結乾燥し，SEMで観察した．

足場としたのは，図 4-9(b)で示すようなピラー様の構造である．図 4-26は観察した SEM像

である．ピラー様の微細構造上に接着した細胞はその接着部をピラー先端に限定されるよ

うに接着している．つまり，微細構造-細胞間の接着面積が小さく，エネルギ的に不利であ

ると考えられる．実際に，このような構造は正の歪度を持っており，図 4-17(b)の結果と整

合する． 
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図 4-26 ピラー様構造上に接着した PC12細胞の SEM 像 

 

 

 以上より，細胞の微細構造との接着面積が，微細構造の幾何的特徴に従って変化するこ

とがわかった．ピラーのような，歪度の大きい構造に接着した場合，細胞と微細構造との

接着面積は小さくなる．一方で，微粒子のような，歪度の小さい構造に接着した場合，細

胞と微細構造との接着面積は大きくなる．(4-13)式より，細胞と微細構造との接着面積の大

小がその系のエネルギに影響するので，よりエネルギ的に安定な状態への遷移が起こり，

結果として細胞の接着位置が決定されると考えられる． 

  

3 m
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4.5 細胞の接着に影響する幾何形状以外の要因の検討  

4.5.1 微粒子列と微細構造化 PDMS での細胞接着性の違い 

 第 3章では，微細構造化した微粒子列を対象とし，これを足場として細胞を培養した．

結果，多くの細胞が微細構造に選択的に接着している様子が確認できた（図 4-27）．一方，

前節では微細構造化した PDMS を対象とし，これを足場として細胞を培養した．この構造

においても，多くの細胞が微細構造に選択的に接着している様子が確認できた（図 4-28）．

また，このような細胞の接着位置制御には微細構造の幾何的特徴量である歪度 Rskが大きな

影響を与えることが明らかとなった．しかし，微粒子列での選択接着率の高さは PDMSの

それと比較しても高く，幾何形状以外の要因が存在する可能性がある． 

 

 

 

図 4-27 微粒子列上での細胞培養（図 3-16抜粋） 

 

 

 

図 4-28 微細構造化 PDMS 上での細胞培養（図 4-17抜粋） 

 

 

m

微細構造

細胞

m

微細構造

細胞
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 細胞培養に関する研究において，栄養供給能および老廃物除去能を持っていることが有

効であるとされており，その最たる例が灌流培養である 4-30)-4-36)．灌流培養では液体培地を

灌流させることで，細胞に常に新鮮な培地，つまり栄養の分子を供給し，細胞から代謝さ

れた老廃物を除去させている．この他にも，連通多孔質材料を細胞培養の足場とすること

で，同様の効果を狙った研究があり，一定の成果を上げている 4-37)-4-39)．微粒子列には，図

4-29 に示すように，微粒子と微粒子の間に球形由来の空隙が存在する．構造下部に広がる

空間の存在や細胞接着面とその空間を繋ぐ空隙の存在から，微粒子構造を連通多孔質とと

らえることもでき，関連研究のように栄養供給能や老廃物除去能を有している可能性があ

る．具体的には，細胞の活動により消費された栄養が，その濃度勾配に従って微細構造下

部から拡散し，微粒子間の空隙から細胞へと供給されると考えられる．そこで本節では，

この細胞下部の空間および微粒子間の空隙を埋めた構造を用意し，それらが細胞の接着お

よび成長に影響を及ぼしているか調査する． 

 

 

 

図 4-29 微粒子間に存在する空隙 

 

 

4.5.2 空隙の無い微粒子列の作製工程 

 微粒子間の空隙がない構造を作製する手順は，①微粒子の熱溶着，または②樹脂による

埋没の 2 つが考えられる．①とは，ポリスチレンなどの比較的融点が低い材料を用いて，

それらが整列した基板を微粒子の融点付近まで加熱し，微粒子同士を熱溶着させるという

方法である．②とは，微粒子の整列した基板を，硬化性樹脂を塗布した基板に押し付け，

そのまま樹脂を硬化させることで微粒子の下半分を埋めるという手法である． 

 ①の手法では，工程は加熱のみのため簡易なプロセスでの作製が可能であると期待でき

るが，いずれの条件においても，熱のムラにより溶解の度合いを一様に制御することが難

しく，図 4-30のように場所による溶解具合の差が避けられない． 

 

 

1 m
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図 4-30 熱により溶着した PS微粒子 

 

 

 一方で②の手法は，成田らの研究により，光硬化性樹脂を用いることで微粒子の下半分

を埋めた形状を作製することが可能であることがわかっている 4-40)．本構造を作製する手順

は以下のとおりであり，その工程を図 4-31に示す． 

 

① ガラス基板に光硬化性樹脂 PAK-02をスピンコートする． 

② 別の Siウエハやガラス基板に，2章で紹介したとおり，微粒子列を作製する． 

③ ナノインプリント装置（太洋工業，EUN-4200，図 4-32）を用いて，①で作製した基

板に②の微粒子列を一定圧力で転写し，紫外線を照射する． 

④ 微粒子の整列した基板を，PAK-02を塗布した基板から剥離する． 
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図 4-31 下半分を埋めた微粒子列の作製工程 

 

 

 

図 4-32 ナノインプリント装置の外観 

 

  

Siウエハ，ガラス基板

PAK-02
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(a)　基板の準備 (b)　微粒子列の転写

紫外線

(c)　紫外線の照射 (d)　基板の剥離

ガラス基板
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4.5.3 空隙の無い微粒子列の作製結果 

 前節で紹介した手順により，空隙の無い微粒子列の作製を行った．なお，微粒子列を転

写する際に加える圧力の大小で，微粒子の埋まる深さを制御できる．図 4-33 は，転写され

た微粒子列の転写深さと転写圧力との関係を示している．ここで，転写深さとは転写され

た微粒子がどの程度 PAK-02 に埋もれているかを表している．つまり，構造の高さは 

     転写深さ  で表すことができ，例えば転写深さが 1μm の場合，微粒子はすべて

PAK02 に埋まっている状態である．また，転写の際の接触面積は，微粒子が球形であるた

め計算が困難である．そこで，本研究における転写圧力とは転写の際に加えた圧力を示し

ている．図 4-33 より，微粒子の転写深さは転写圧力の上昇にともなって上昇することがわ

かる．ただし，転写圧力200kPaの時と400kPaの時ではあまり差が無く，微粒子全体がPAK-02

に埋まることは無かった．本研究の目的では微粒子の下半分のみを埋めた構造が必要であ

るため，以降の転写圧力は 10kPaとした．  

 

 

 

図 4-33 転写圧力と微粒子の転写深さの関係 

 

 

 第 3章と同様の方法で微細構造化した微粒子列を作製し，これを PAK-02がスピンコート

された基板へと転写した．転写圧力は上記のとおり 10kPa としている．作製された構造の

SEM像と AFM像をそれぞれ図 4-34および図 4-35に示す．図 4-34より，微粒子本来の球形

状が保たれたままであることが確認できる．すなわち，構造の歪度をはじめとする幾何的

特徴量はほとんど変化していないと考えられる．図 4-35より，構造の高さは約 400nmであ

った．したがって，微粒子の下半分は完全に埋まっており，微粒子間の空隙が存在しない

ことがわかる． 
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図 4-34 下半分を埋めた微粒子列の SEM像 

 

 

 

図 4-35 下半分を埋めた微粒子列の AFM像 

 

 

4.5.4 空隙の有無が細胞の接着および成長に及ぼす影響とその考察 

 空隙の無い微粒子列を足場として，PC12 細胞を播種・培養した．空隙の有無の影響を調

査するため，空隙を有する微粒子列でも同様に細胞を培養する．両者の培養面の材料を一

定とするため，表面に PSをコーティングした．また，コンタミ防止のため，細胞播種前に

UV滅菌を 12時間行った．培養等の条件は 3.3節と同様，播種濃度 5000cells/cm
2，温度 37°C，

湿度 100%，気相 5% CO2+Airである．以上の手順を図 4-36に示す 
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図 4-36 空隙の無い微粒子列上での細胞培養手順 

 

 

 図 4-37(a)は φ1μmの SiO2微粒子からなる微粒子列で，図 4-37(b)は(a)の構造の下半分を埋

めた微粒子列で細胞を培養した結果である．観察は播種後 24時間および 72時間で行った．

両基板とも，微細構造への細胞の接着が観察された．空隙を有する微粒子列では，平面部

よりも微粒子列上に接着している細胞の方が多い一方で，空隙を有していない微粒子列の

方では，平面にも同程度の数の細胞が接着している．両者の構造では構造の高さが異なっ

ているが，第 3章の図 3-18で示したように，細胞の選択接着率は φ1μmと φ0.5μmではあま

り変化しないため，この差は高さに依存したものでは無いと考えられる．更に，細胞の増

殖に着目すると，第 3 章で紹介したとおり，空隙を有する微粒子列では構造に沿った増殖

が見られる．一方で，空隙の無い微粒子列では構造と平面の区別なく全体的に広がって増

殖している．以上の結果を選択接着率 α および増殖率 β で評価したものを図 4-38 に示す．

なお，選択接着率の値に対して，p<0.05をもって有意とする F検定および t検定を行ってい

る．空隙を有する構造の選択接着率は，空隙の無い構造に比べて有意に高く，増殖率に関

しても空隙を有する構造の方が高かった．したがって，微粒子間に存在する空隙が細胞の

接着を向上させる影響を持っていると考えられる． 

 

 

ディッシュ

微細構造

(a)　基板のディッシュへの静置

マイクロピペット

(b)　液体培地の添加

細胞
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図 4-37 微粒子列および空隙を埋めた微粒子列上での細胞培養 

 

 

 

図 4-38 空隙の有無が細胞の接着および増殖におよぼす影響 

 

 

 細胞の接着する部分の表面微細構造は，空隙の有無にかかわらずほぼ同じであることか

ら，やはり空隙の存在が細胞の接着および成長に影響していると考えられる．ここで，微

粒子間の空隙が細胞への栄養供給を果たす流路となっていると仮定し，その栄養供給能を

算出した．微粒子列の下部には空間が存在しており，その端部は外側とつながっているの

で，この空間内は液体培地で満たされている．細胞が栄養分子を消費し，濃度勾配が生じ

ると，微粒子間に空隙が存在する場合，これを通じた分子の拡散が起こると考えられる．

図 4-39 は以上をまとめたモデル図である．グルコースは，細胞の栄養素として代表的な物

質の一つであり，単一の PC12細胞が消費するグルコースの量は 25pg/dayであることがわか

(a) 空隙有り (b) 空隙無し

24h 24h

72h 72h

細胞

微粒子 微粒子

細胞
100μm

100

200

増
殖
率

β
 %

150

(a) 空隙有り (b) 空隙無し
50

100

70

90
* (p<0.05)

選
択
接
着
率

α
 %

60

80

α β α β



第 4章 微細構造の幾何的特徴量が細胞の接着に及ぼす影響 

127 

 

っている 4-41)．簡単のため，細胞を直径 10μmの半球と仮定する．半球の底面の面積は，上

面の面積の 50%の大きさとなる．細胞全体の細胞膜から栄養を取り込むと仮定すると，底

面において全体の 1/3の栄養が供給されることが必要である．グルコース供給量 Jは，以下

のフィックの法則の変形式から求めることができる． 

 

 J =  D × (dc/dx) × S (4-16) 

 

ここで，D は培地の拡散係数を，(dc/dx)はグルコースの濃度勾配を，そして Sは接着した細胞

の下に存在する空隙の総面積を示している．培地の拡散係数は，2.13×10
-9
m

2
/secである 4-42)．グ

ルコースは培地中に 1g/Lの濃度で添加されているので，細胞底面近傍ですべてのグルコースが消

費されると仮定すれば，(dc/dx)は-5.55/(1×10
-6
) mol/m

4である．そして，Sは，7.31×10
-12

 m
2とな

る．以上より，式(4-16)を解くと，J=190ng/dayとなり，上記の PC12細胞 1個が 1日に消費する

グルコース量を上回る供給量となる．したがって，微粒子間の空隙が存在すれば，構造下部の

グルコースが濃度勾配に伴う拡散によって供給されるが，空隙が無い場合は供給されるこ

とはない．以上の理由から，微粒子間の空隙が細胞の接着および増殖に影響をおよぼすと

考えられる． 

 

 

 

図 4-39 細胞への栄養供給のモデル図 
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4.6 微粒子列の細胞培養用足場としての応用  

4.6.1 はじめに 

 本論文で明らかとなった結果を応用すれば，研究者の望む配置に細胞を接着させること

が可能となる．特に，微粒子によって構成された微細構造は，簡易な作製手順で周期性が

良い構造を作製できる上，細胞の選択接着を可能とし，更には細胞への栄養供給能も持っ

た構造である．ここでは微粒子を用いた細胞パターニングの実例を挙げ，本論文の有効性

を示す． 

 

 

4.6.2 タンパク質修飾微粒子列上での細胞培養 

 第 3章で主に述べたように，細胞は微粒子列に選択的に接着する．一方で，播種した細

胞数に対して接着した細胞数が少ないという課題も存在している．ここで，微粒子は官能

基やタンパク質によってその表面を修飾することができる．つまり，細胞接着性タンパク

質を微粒子表面に修飾すれば，化学的にも接着に有利な足場を作製することができ，細胞

の接着数も増加すると考えられる．フィブロネクチンは細胞接着性タンパク質の一つであ

り，細胞のパターニングにもよく用いられている 4-43)-4-45)．本研究では，細胞培養環境での

表面電位の関係から，フィブロネクチンを修飾することとした． 

 培養工程でのフィブロネクチンの剥離を防ぐため，微粒子とタンパク質の結合を強くす

る必要がある．そこで，微粒子自体に 3-アミノプロピルトリエキシシラン（以下，APTES，

ACROS ORGANICS）を修飾し，更にフィブロネクチンを修飾することとした（図 4-40）．

APTES は SiO2に対して SAM膜を形成し，親水性を示すアミノ基が表面に露出する 4-46)．ア

ミノ基はタンパク質との親和性がよいので，微粒子とタンパク質を強固に結合させること

ができる．本研究では，静電相互作用によって微粒子へのタンパク質修飾を試みる．物質

の，液中での表面電位は，その液体の pH によって変動する．従って，APTES 修飾した SiO2

微粒子とフィブロネクチンの表面電位の符号が逆転するような pH環境下におくことで，両

者を結合させることができる．図 4-41のように，APTES 修飾した SiO2微粒子の等電点は

9.0程度であり，この値を境に負の値をとる 4-47)-4-48)．一方，フィブロネクチンの等電点は

5.5 ~ 6.0程度であり，この値を境に負の値をとる 4-49)-4-50)．したがって，両者の符号が逆転

しており，かつその絶対値が比較的大きい pH6.5 ~ 8.5 の液中で修飾を行うことが望ましい．

APTES とフィブロネクチンの修飾方法は図 4-42に示すとおりである．まず，所望の pH（6.5 

~ 8.5）に調整した緩衝液に，微粒子と修飾する物質とを混ぜ合わせる（図 4-42(1)）．遠心分

離機を用いて微粒子を沈殿させ，緩衝液を除去する（図 4-42(2)~(3)）．緩衝液を加え，微粒
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子を再度分散させる（図 4-42(4)~(5)）．以上の緩衝液の除去と添加を繰り返し，微粒子に吸

着していない余分な修飾する物質を除去する． 

 

 

 

図 4-40 フィブロネクチン/APTES 修飾した SiO2微粒子の模式図 

 

 

 

図 4-41 APTES 修飾 SiO2微粒子とフィブロネクチンの pHによるゼータ電位の遷移 

 

 

 

図 4-42 微粒子へのフィブロネクチン修飾方法 

0
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 以上の方法で APTESおよびフィブロネクチンを修飾した微粒子を，第 2章で説明した移

流集積法を用いてラインアンドスペース状に整列させた．図 4-43は整列した微粒子列の

SEM像である．微粒子は幅約 30μmの列状に整列している．ただし，微粒子列は単層では

なく二層程度の複層構造となっている．これは，フィブロネクチンによって微粒子同士が

凝集したためであると考えられる． 

 

 

 

図 4-43 ラインアンドスペース状に整列した FN-APTES 修飾 SiO2微粒子列の SEM像 

 

 

 次いで，作製したラインアンドスペース状の微粒子列を足場とし，PC12細胞を培養した．

また，比較のため未修飾の微粒子列でも培養した．観察した位相差顕微鏡像を図 4-44に示

す．図 4-44(a)は未修飾の微粒子列での培養結果であり，図 4-44(b)はフィブロネクチン修飾

微粒子列での培養結果である．どちらの微粒子列においても，細胞は主として微粒子列上

に接着しており，平面部分にはあまり接着していなかった．また，接着した細胞の数にも

違いが見られ，フィブロネクチン修飾微粒子列上には多くの細胞が接着していた．微粒子

列上に接着した細胞の数を計測したところ，図 4-45に示すように，フィブロネクチン修飾

微粒子列上の方で 3倍以上多くの細胞が接着していた．また，未修飾の微粒子列上では複

数の細胞が互いに接着している様子がよく見られる一方で，フィブロネクチンを修飾した

微粒子列では，細胞は単体で接着していた．細胞の接着状態を，単体で接着しているか，

複数が集合して接着しているかで分類し，各微粒子列で計測した結果を図 4-46に示す．フ

ィブロネクチン修飾微粒子列では約 94%の細胞が単体で接着しているのに対し，未修飾の

微粒子列では約 55%の細胞が複数で接着していた．これは，以下のように考えられる．今

回培養に用いている PC12 は接着性細胞である．接着性細胞は，何かに接着した状態が安定

した状態であり，浮遊状態では生存できない．ここで，細胞-足場間の接着性が良くない場

合，安定のため近傍の細胞同士が接着する．一方で，細胞-足場間の接着性が良い場合，こ

の必要が無いため，細胞は単体で接着した状態となる．以上より，フィブロネクチン修飾

により，多くの細胞を微粒子列上に選択的に接着させることができる． 

微粒子ガラス基板

100m 5m
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図 4-44 微粒子列上での細胞培養結果 

 

 

 

図 4-45 微粒子列上に接着した細胞の数 

 

 

 

図 4-46 細胞の接着形態の分類 
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4.6.3 3次元構造側面への細胞接着 

 現在，細胞のパターニング技術の応用先として，人工臓器の培養が期待されている．こ

れは，「細胞の望む位置への配置」という技術を突き詰めれば，細胞を 3次元的に配置して

臓器を形作ることが可能となると考えられているためである．このような 3次元的な細胞

の配置には，スフェロイドと呼ばれる多数の細胞の集合体を形成させる研究が盛んである
4-51)-4-53)．一方で，酸素や栄養をスフェロイド中心部まで供給することができないため，現

状ではそのサイズには限界がある．従って，スフェロイドの巨大化のためには血管系を導

入するなど，中心部への酸素および栄養供給が必要である．ここで，円筒状に構造化した

微粒子を血管に見立て，その周囲を覆うようにして細胞を培養できれば，微粒子間の空隙

から酸素や栄養が供給され，スフェロイドの巨大化が見込める．このためには，構造の側

面に細胞を接着させることが必要である．一方で，構造の側面に積極的に細胞を配置する

研究はほとんど行われていない．この側面への配置は，3次元的に細胞を培養するにあたり

必要であると考えられる．ここで，細胞の構造側面への接着には 2通りが考えられる．一

つは，播種した細胞がそのまま構造の側面へ接着するというものであり，もう一つは一旦

構造以外の場所に接着した細胞が遊走の過程で構造に到達し，これを登るようにして接着

するというものである．後者の接着が起こるためには，構造への細胞の選択接着性が求め

られ，これは本論文で扱ってきた微粒子列と平面によって達成できると考えられる． 

 そこで，毛細管力を利用したキャピラリモールディング 4-54)-4-55)と呼ばれる手法により，

数十 μmの高さを持つ微粒子列を作製し，これを細胞培養の足場として適用する．キャピラ

リモールディングとは図 4-47で示す微粒子整列方法である，まず，ガラス基板に溝構造を

持つ PDMS を接触させ，流路を形成する．この PDMSの一端に微粒子懸濁液を接触させる

と，毛細管力によって懸濁液は流路内を充填していく．そのまま静置することで，懸濁液

を接触させた側とは反対側から懸濁液の溶媒が蒸発し，微粒子間に液架橋力が発生する．

これにより，微粒子が六方最密充填していく．そして，蒸発により失った溶媒を補うため，

界面に懸濁液が流れこむ．以上の蒸発，充填，供給が繰り返され，流路の寸法に依存した

微粒子列が作製できる．図 4-48はこの方法で φ1μmの SiO2微粒子を整列させた構造の SEM

像であり，その高さは約 20μmである．微粒子は均一に構造化しており，上面・側面共に六

方最密充填した微粒子が観察できる． 
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図 4-47 キャピラリモールディングの概略図 

 

 

 

図 4-48 キャピラリモールディング法で作製した微粒子列 

 

 

 このような構造を細胞接着の足場とし，PC12 細胞を培養した．図 4-49は播種後 24時間

時点での位相差顕微鏡像である．細胞が微粒子列に沿うようにして接着している様子が観

察でき，顕微鏡の焦点をずらしながら観察することで，その接着位置が底面でないことも

確認できた．ただし，位相差顕微鏡下では明確に側面に接着していると確認できない．そ

こで，細胞の凍結乾燥を行い，SEMによる観察を試みた．図 4-50は凍結乾燥した細胞の SEM

像である．細胞は，確かに微粒子列の側面に接着しており，仮足を微細構造上に伸ばして

いる様子も確認できる．以上の結果から，微粒子などの微細構造を用いることで，細胞を

底面・側面を問わず望む場所に配置することが可能であることがわかった． 

 

 

蒸発微粒子
PDMS

ガラス基板

毛細管力

25 m

微粒子



第 4章 微細構造の幾何的特徴量が細胞の接着に及ぼす影響 
 

134 

 

 

図 4-49 高さ 20μmの微粒子列側面に接着した細胞の位相差顕微鏡像 

 

 

 

図 4-50 高さ 20μmの微粒子列側面に接着した細胞の SEM像 
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4.7 結言  

 本章では，表面の幾何形状が細胞の接着性におよぼす影響を明らかにした．本研究では

表面の幾何的特徴量として，算術平均粗さ Sa，歪度 Ssk，尖度 Skuに着目し，これらが異な

る表面を，微粒子列を応用して作製した．Siウエハに微粒子列を整列させ，これをマスク

としたドライエッチングを行うことで，微粒子の粒径に応じた周期性を持つ微細構造が得

られた．この構造は，加工時間を長くすることで，ピラー形状の先端が鋭くなった．この

Siウエハをモールドとして，その形状をシリコーン樹脂（PDMS）に転写することで，Ssk

が-0.6 ~ 0.5のホール構造が作製できた．また，この PDMSをモールドとして形状転写した

PDMS は，Sskが-0.3 ~ 0.8のピラー構造となった．両者は共通の粗さ曲線を持つため算術平

均粗さが同等となる一方で，異なる歪度を持つことがわかった．次いで，上記で作製した

微細構造を足場として細胞を培養した．歪度が小さい微細構造ほど，その上に接着する細

胞の割合が大きいことがわかった．一方で，算術平均粗さおよび尖度との相関は歪度より

も薄かった．本研究ではこれを系のエネルギと関連付けて考察し，この考えの下で細胞と

微細構造との接着面積が平面とのそれよりも大きいほどエネルギ的に安定であることを明

らかにした．以上より，表面幾何形状が細胞の接着性におよぼす影響を解明した． 
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 本章は，本研究で明らかとなった結果についてまとめている．まず，第 2章では，微粒

子の整列による微細構造の作製を行った．アイランド形状の微粒子列，ラインアンドスペ

ース形状の微粒子列について，その作製方法を紹介した．微粒子列の作製方法として，工

程の簡便さや細胞接着の評価のしやすさなどの観点から移流集積法を選択し，作製した構

造の評価を行った．移流集積法で作製した微粒子列は単層に整列しており，その粒径に相

当する高さと，微粒子の球形状に由来する表面微細構造を持っている．また，この微粒子

列との対照実験のため，単純なラインアンドスペース構造も作製した．両者は材質が異な

るため，表面へのポリスチレンコーティングによって材質の統一を図った．本章で紹介し

た方法で作製した微細構造は，細胞培養の足場として適用できる． 

 第 3章では，第 2章で作製した構造を細胞接着の足場として適用し，細胞のパターニン

グを試みた．また，微粒子の粒径や構造の間隔が，細胞の接着位置，増殖方向，そして分

化に及ぼす影響についても調査した．細胞はランダムな形状を持つ微粒子列においても，

規則的に並んだ微粒子列においても，平面よりも微粒子の上に選択的に接着することがわ

かった．播種後の沈降で平面に接着した細胞は，遊走と伸長で微細構造に到達することが

わかった．また，このような遊走による微細構造への到達は播種後 9時間程度まで起こる

ため，その時点で微細構造へ到達できなかった細胞が平面に接着した状態となると考えら

れる．このような過程を踏んで細胞が微粒子列上に選択的に接着するので，構造同士の間

隔が選択性に重要な影響を及ぼしており，細胞のパターニングに際し，その遊走距離を考

慮した設計をすべきであることがわかった．上記のような細胞接着の選択性は，単一種の

細胞だけに見られる現象ではないことも確認した．また，細胞の増殖や神経突起の伸長方

向も，微粒子列に沿う形になることがわかった．神経突起の伸長は，微粒子の粒径が小さ

いほど良く，今回の調査の範囲内では粒径 500nmの微粒子列でもっとも良いことがわかっ

た．一方で，同寸法のラインアンドスペース構造と比較すると，微粒子列の方が細胞の接

着に有利であることがわかった．したがって，微粒子によって創生される微細構造が細胞

の接着などに影響を及ぼしていると考えられる． 

 第 4章では，自己組織化微粒子を応用して微細構造を作製し，これを細胞培養の足場に

適用することで，その幾何的特徴量が細胞に及ぼす影響を調査した．Siウエハに微粒子を

整列させ，これをエッチングのマスクとして用いることで，ピラー様の構造を作製した．

この構造をモールドとして用いることで，共通の算術平均粗さを持ち異なる幾何形状の微

細構造を作製することができた．この微細構造を細胞培養の足場として適用することで，

算術平均粗さだけでは表すことのできない微細構造の形状が，細胞の接着に影響を及ぼす

ことがわかった．これは，従来の研究で報告されていた「同じ細胞・同じ粗さだが異なる

傾向」が見られたことの原因として考えられる．本研究の範囲では，歪度が小さい微細構

造ほど細胞の接着に有利なことがわかった．一方で，算術平均粗さおよび尖度に関しては，
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細胞の接着との有意な相関が見られなかった．増殖の方向に関しては，形状によらず同様

の傾向を示していた． 

 また，微粒子列には微粒子間に空隙が存在しているが，微粒子列の下半分を埋めること

で，これが存在しない構造を作製した．この構造を細胞培養の足場として適用することで，

空隙の有無が細胞の接着や増殖に影響を及ぼすことがわかった．微粒子間の空隙や微粒子

列の下半分に存在している空間は，連通多孔質材料と同様の栄養供給能を有していると考

えられる． 

 以下に，本研究で明らかにしたことを列挙する． 

 

① 微粒子列は細胞のパターニング用足場として適用できる 

② 提案した細胞の接着モデルは，実際の実験結果と整合する 

③ 細胞の接着に対して支配的な微細構造の幾何的特徴量は，歪度 Sskである 

④ 細胞のパターニングには，歪度 Sskが小さい構造を用いるべきである 

 

このように，本研究では細胞のパターニングに適した微細構造を，体系的な調査をもって

明らかにした． 
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今後の展望 

 本研究により，第 1章で挙げたような，細胞の応用事例への貢献ができると考えている．

ここでは，その代表的なものを紹介する． 

 臓器移植における，ドナーの不足や拒絶反応は解決すべき大きな課題である．移植のた

めの臓器を，患者の細胞から人工的に作製することができれば，このような問題を解決で

きると考えられている．人工臓器に関する研究は発展途上であり，現在のところその前段

階である細胞シートやスフェロイドに関する研究がされている．細胞シートとは，シート

状に培養した細胞であり，移植可能な角膜への応用がすでにされている．スフェロイドと

は，細胞塊とも呼ばれる複数の細胞の集合体であり，肝細胞のスフェロイドで肝臓機能の

再現ができているという報告もある 5-1)．細胞シートやスフェロイドは，その用途から培養

後に回収することが必要であり，現在のところは温度応答性ポリマーを用いた回収方法が

代表的である 5-2)．温度応答性ポリマーとは，温度によって表面の親水/疎水性が変化するポ

リマーである．温度応答性ポリマーの表面は，細胞の至適培養条件である 37°C では疎水性

を示し，20°C付近では親水性を示す．細胞接着性タンパク質は親水性表面には吸着しにく

いので，37°Cで細胞を培養し，その後温度を 20°Cに下げることによって基板表面のタンパ

ク質を剥離させ，培養した細胞を回収することができる．しかし，厳密に制御すべき培養

温度を変えるというアプローチは，細胞自体にダメージを与えることが考えられる． 

 ここで，第 3章で細胞が微粒子列に沿うようにして増殖していたこと（図 3-30）は，細

胞を所望の形状に増殖させることができることを意味している．また，第 4章で細胞の立

体的な配置に成功していること（図 4-51）は，その所望の形状は 2次元平面に限定されず，

立体的な配置も可能であることを示唆している．更に，本研究で用いている微粒子列は，

微粒子同士を特別に固定するような工程を行っていない．従って，整列後に元の分散状態

へと分解することも可能であると考えられる．このようにして，培養後の細胞の回収が期

待できる（図 5-1）． 

 

 

 

図 5-1 培養細胞の回収 

 

 

細胞

微粒子

微粒子列
の分解
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 人工臓器の作製には，上記の他に血管系の導入や，細胞が生成する基質を所望の形状に

する必要があるなど，未だ課題が多い．しかし，本研究の結果が，将来的な人工臓器の培

養基板の設計指針として適用できると考えている． 

 創薬スクリーニングの分野では，患者ががんなどに罹患しているかどうか，迅速に判断

可能なデバイスが求められている．そのため，罹患状況がわからない患者から採取した細

胞のうち，必要な細胞のみを単離することが必要である．本研究では細胞種ごとに接着の

傾向に有意差は見られなかったが，提案した接着モデルをより正確にすることができれば，

細胞の種類に応じた，その細胞の接着に有利な微細構造の設計指針が確立できると考えて

いる．例えば，図 5-2のように，様々な細胞が混在した懸濁液から必要な細胞を単離できる

ようなデバイスに，本研究の成果や体系的な調査のアプローチが貢献できると考えている． 

 

 

 

図 5-2 創薬スクリーニングへの応用 

 

 

今後の課題 

 本研究の範囲内では明らかにすることのできなかったことを以下に挙げ，どのような研

究方針でこれを解決すればよいかまとめる． 

 ・ 微細構造の尖度の調査範囲を広げる 

 ・ 微細構造の空間波長が細胞の接着に及ぼす影響の調査 

 まず，第 5章では尖度の影響について，ほとんど影響がないことを示した．しかし，今

回作製できた微細構造は，2.7 ~ 3.3 という範囲内の尖度しか持っていない．この結果と尖度

の定義より，尖度は構造の山と谷の両方が鋭かったり，平坦であったりするような形状で

大きく変化することが予想できる．尖度 Sskが 3より大きくなるような，山と谷の両方が平

坦である構造の作製は，本研究でも紹介した凸状ラインアンドスペース構造で達成できる．

一方で，尖度 Sskが 3より小さくなるような，山と谷の両方が急峻な構造は，Siウエハやリ

ン化インジウムの異方性エッチング 5-3)で作製することができる（図 5-3）．Si ウエハでは，

様々な細胞

刺激→応答調査

本研究成果を応用可能
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バルクの Si原子は 4本の結合手によって共有結合しているが，表面では結合手が余った状

態（ダングリングボンド）となっている．例えば，表面の Si原子 1個に対して，(100)面で

は 2本のダングリングボンドが，(111)面では 1本のダングリングボンドが存在する．ダン

グリングボンドの存在はその表面の化学的な活性を示すので，これが多い(100)面の方が，

化学エッチングの際にエッチング速度が速い．このエッチング速度の差を利用し，エッチ

ングの方向に異方性を持たせる技術が異方性エッチングであり，これを利用した Siウエハ

への V溝の作製が行われている．この方法で作製できる構造は，その作製原理から斜面の

角度が 54.7°で固定される．つまり，エッチングの時間を制御することで，断面が台形のよ

うな構造も作製できる．また，溝間の距離はエッチングのマスク幅を変えることで制御で

きる（図 5-4）．そして，これをモールドとして使用すれば，反転形状についても調査可能

である． 

 

 

 

 

図 5-3 異方性エッチングにより作製したリン化インジウムの V 溝構造 5-2)
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図 5-4 Siウエハの異方性エッチングによる微細構造の作製 

 

 

 本研究で作製した微細構造の空間波長は，用いる微粒子の粒径と同等であり，どの微細

構造においても細胞の代表寸法より小さいものを適用している．また，本研究で用いた粒

径 500nm~2μm の範囲では，細胞の接着に及ぼす影響に差は見られなかった．したがって，

微細構造の周期を更に大きく，あるいは小さくすることで，細胞に影響を及ぼす寸法の範

囲を知ることができる．つまり，構造の周期が細胞に比べて十分に小さい場合，それは細

胞にとって平面と同じ状態であると考えられるが，どの程度まで小さければその状態にな

るのか，閾値が存在するのかといったことを調査できる．微細構造の周期の制御は，例え

ば用いる微粒子の粒径について更に範囲を広げて調査することで可能である．ただし，微

粒子の粒径を大きくすることで，微粒子列と水との接触形態が Wenzel モデルから

Cassie-Baxterモデルへと変化し，微粒子列の水接触角が大きくなることが報告されているた

め，その影響についても考慮すべきである 5-4)． 

 以上の 2 点について，それぞれの影響を明らかにすることができれば，細胞のパターニ

ングに必要な微細構造の寸法や形状に，新たな指針を加えることができる． 

 細胞の遊走や伸展は，仮足と呼ばれる機構を伸ばすことで行われている．特に，その先

端には糸状仮足と呼ばれる細長い構造が形成される．糸状仮足は数十 nmの幅を持つ構造で，

糸状仮足の更に先端には，周囲の環境を検知する受容体タンパク質が分布している．数ナ

ノメートルオーダーの粗さを持つ微細構造において，細胞の接着位置や配向方向が制限さ

れる報告があるが，このような研究では糸状仮足による構造の認識が支配因子となってい

ると考えられる．一方で，本研究で対象としている微細構造は空間波長が 1μm のものが主

であり，糸状仮足で認識できる範囲ではないと考えている．そこで，細胞の接着モデルを

第 4章の図 4-21のように考え，細胞-基質間接着であるインテグリンを介した接着に焦点を

当てている．上記の先行研究の結果も参考にすれば，本研究で作製した構造に，糸状仮足

で認識可能な微細構造を追加で設けることで，微細構造へ更に多くの細胞を接着させるこ

とができると考えられる．微粒子を例にあげれば，その表面に微細な構造が存在するもの

Siウエハ

マスク

アルカリ溶液（ 等）KOH

エッチング時間：短

鋭い山谷構造

エッチングマスク幅：広
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（例：ポーラス微粒子，図 5-5）を用いた微粒子列の作製が挙げられる．図 5-4 のような表

面形状の微粒子を用いることで，糸状仮足によっても認識可能な構造の作製が期待できる． 

 

 

 

図 5-5 ポーラス微粒子 5-5)
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