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略語 

ITO ：酸化インジウムスズ indium tin oxide 

PEG  ：ポリエチレングリコール polyethylene glycol 
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要旨 

ヒト骨髄由来間葉系幹細胞は，様々な細胞へと分化することができる多分化能と自己

複製能をあわせ持つため，再生医療分野において有用であり，一般的には回収した骨髄

の組織から密度勾配遠心分離法によってサイズや密度を利用して分離される．しかし，

密度勾配遠心分離法は得られる細胞の存在割合や再現性に課題があるため，ヒト骨髄由

来間葉系幹細胞を分離するための高い選択性を有する技術の開発が望まれている． 

本研究では，ヒト骨髄由来間葉系幹細胞と同組織由来の前骨髄球の混合物から，自作

した鋸型電極を有する誘電泳動デバイスを使用して，迅速で非標識に間葉系幹細胞を分

離することに成功した．誘電泳動デバイスのマイクロ流路には，流路底面にフォトリソ

グラフィーを用いて加工した本研究独自の鋸型デザインを有する ITO 電極コート済み

ガラス基板を配置した．鋸型電極は，先行研究でしばしば用いられる直線電極と比べ同

電圧を印加した際により大きな電場勾配を生み出すことができ，効率の良い誘電泳動が

可能である．間葉系幹細胞のモデル細胞である UE7T-13 と前骨髄球のモデル細胞であ

る HL-60 は，誘電泳動によってそれぞれ鋸型電極上と鋸型電極間に泳動された．その

後，泳動をおこないながら誘電泳動デバイスの流路内に泳動用溶液である 250 mM ス

クロース溶液を加えて流路内を洗浄すると，UE7T-13 は鋸型電極上に捕捉されたまま

であったのに対し，鋸型電極の間に集められていた HL-60 は選択的に流路外に排出さ

れた．洗浄後には，分離前に 33% であった UE7T-13 の存在割合は 83.5% になり，誘

電泳動デバイス内で分離に要した時間は約 5 分であった．さらに，分離時と同条件の

周波数を使用して誘電泳動をおこなった UE7T-13 は高い生存率を維持しており，分化

関連遺伝子の発現量にも変化はなかった． 

本結果は，鋸型電極を有する誘電泳動デバイスを使用した迅速で非標識な細胞分離シ

ステムが，骨髄由来間葉系幹細胞の分離において優れたポテンシャルを有することを示

唆している．  
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第 1 章 序論 

1.1 緒言 

生物は感覚器官を使って外部からの刺激を受容し，意思の介入・不介入に関わらずそ

の都度適切な応答をしながら活動している．生命活動をする上で，生体内では様々な化

学反応によって体内の恒常性を維持しており，そのメカニズムの解明は，生物学者にと

って重要なミッションである．近年，コンピュータの普及・処理能力の向上により，人

類は膨大なデータを処理することが可能になり，サイエンスの発展が大きく後押しされ

ている．生物学の分野においては，複雑且つ高度なゲノム解析，遺伝子解析，分子構造

シミュレーションなどが可能になり，生体内メカニズムの解明は着実に前進している． 

生物を構成する上で，最も基本的な構造上・機能上の最小単位は細胞である．したが

って，生体内で起こる現象を解明し，有効利用するためには細胞に関する深い知識が必

要となる．ヒトにおいて生体内に存在する細胞の種類は一般的に 250 種類以上にも及

ぶとされており，遺伝子の数は 20000 種類以上あるといわれているため，細胞は非常

に多様で複雑な役割を担っていることがわかる．生物学が発展することによって，細胞

内の現象解明や研究成果の応用には生物学的知識だけでなく，化学，物理学，工学など

の分野横断的な研究が必要不可欠となってきた．例えばマイクロパターニングされたポ

リエチレングリコール（PEG）ゲルを利用して培養基板上の細胞の接着領域を制御し，

細胞を 3 次元的に凝集させながら培養する研究や 1，細胞を培養する基板の硬さを制御

することで細胞の分化に影響を与えるという研究などがあり 2，分野横断的な研究の数

は多い．本研究では，数ある細胞の中でも特に再生医療への利用を期待される幹細胞に

注目し，幹細胞を分離するための工程を改良することを目的として，泳動方法の 1 種

である誘電泳動の使用を提案し，工学的手法を用いて独自のデバイスを作製・評価した． 
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1.2 誘電泳動 

1.2.1 誘電泳動 

絶縁性の液体中に懸濁した小さなプラスチック粒子に対して不均一な交流または直

流電場を印加すると，印加された電場に応答して粒子は移動する．本現象を見出した 

Pohl は，新たな用語を生み出す必要性があると感じ，ギリシャ語の力学用語「phoresis」

を誘電体という意味の単語「dielectric」と組み合わせて「Dielectrophoresis：誘電泳動」

という新しい用語を造った 3．溶液中において不均一電場にさらされた粒子は，溶液と

粒子の界面に分極電荷が発生し双極子モーメントが誘起される．そして，溶液と粒子の

電気的性質（導電率や誘電率）の違いによって粒子が電場の強い部分，もしくは弱い部

分へと泳動される．本現象が誘電泳動のメカニズムである．誘電泳動の性質は以下のよ

うにまとめられている．（I）粒子は，電場が不均一な場合にのみ誘電泳動力を受ける．

（II）誘電泳動力は電場の極性に依存せず交流と直流電場の励起によって観測される．

（III）粒子は，粒子の誘電率 𝜀𝑝 が懸濁溶液の誘電率 𝜀𝑚 を超えるとき，すなわち 𝜀𝑝  >

 𝜀𝑚 のときにより強い電場の領域に引きつけられる（図 1-1）．（IV）粒子は，粒子の誘

電率 𝜀𝑝 が懸濁溶液の誘電率 𝜀𝑚 よりも小さいとき，すなわち 𝜀𝑝  <  𝜀𝑚 の場合，より

強い電場の領域からはじかれ電場の弱い領域に泳動される．（V）誘電泳動は，直径が

約 1〜1000 μm の粒子で最も顕著に観察される．なお，均一電場中に存在する微粒子に

は，微粒子を中心とした両側の粒子表面に形成される電場は均一であり，正反対で同じ

大きさの力が作用し力が釣り合うため，微粒子に駆動力が加わることはない．また，

𝜀𝑝  =  𝜀𝑚 である場合にも駆動力は発生しない．本研究で用いた電場は交流電場であり，

周波数依存的に溶液と粒子の誘電率は変化する． 

物質の分極には大きく分けて電子分極，イオン分極，配向分極がある（図 1-2）．電

子分極は，原子内の電子（雲）が印加された電場によって原子核の位置に対し相対変位

する現象である．通常，電場のない状態では原子核の位置と電子雲の中心が同位置であ
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り電子の偏りがなく極性は生じないので中性の状態となっている．イオン分極は，印加

された電場がイオン性物質（NaCl など）内にあるプラスイオンとマイナスイオンが構

成する規則的な格子を歪ませることによって生じる．電子分極とイオン分極は電子やイ

オンの変位によって生じるため，変位分極の一種である．配向分極は分子が持つバラバ

ラな方向を向いていた双極子モーメントが印加された電場によって向きを揃えられる

ことによって生じる現象である．以上のように，物質が電場にさらされている時に生じ

る分極には様々なスケールがある．スケールの小さい順から電子分極，イオン分極，配

向分極が生じる．印加する電場の周波数が高くなるに連れてスケールの大きい分極から，

次第に電場の変化に分極の変化が追いつかなくなる．分極が追いつかなくなる周波数は

それぞれの物質によって異なるため，交流電場中の誘電泳動現象が複雑化する要因とな

っている． 
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図 1-1  誘電泳動の原理図． 

誘電泳動は粒子と粒子懸濁溶液の誘電率のバランスによって電場密度の高い領域へ

細胞が泳動される正の誘電泳動と，電場密度の低い領域へ細胞が泳動される負の誘電泳

動の 2 種類がある．誘電率は，交流電場の場合周波数によって変化するため，本図で

は分極率という表現を用いた．交流電場中では，左右に配置した電極の正負は高速に入

れ替わっている． 
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図 1-2  物質の分極の例． 

物質が電場にさらされている時に生じる分極には，様々なスケールの現象がある．ス

ケールの小さい順から電子分極，イオン分極，配向分極が生じる． 
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1.2.2 誘電泳動の基本式 

本研究では，交流電場を用いて細胞に誘電泳動をおこなった．溶媒中に分散している

単体の球状微粒子に外部電場を印加した際に作用する時間平均誘電泳動力  𝐹(DEP) は

式（1）のように表わされる 4,5． 

𝐹(DEP) = 2𝜋𝑟3𝜀𝑚Re[𝐾(𝜔)] ∙ ∇𝐸2   ・・・（1-1） 

（𝑟：粒子半径，𝜀𝑚：溶液の誘電率，𝜔：角周波数，𝐸：電場強度） 

式（1）の，Re[𝐾(𝜔)] は Clausius-Mossotti factor（CM 因子）の実部を示しており，

さらに 𝐾(𝜔) は下記のように表すことができる． 

𝐾(𝜔) =
𝜀𝑝 − 𝜀𝑚

𝜀𝑝 + 2𝜀𝑚
   ・・・（1-2） 

（𝜀𝑝：粒子の複素誘電率，𝜀𝑚：溶液の複素誘電率） 

ここで， 

𝜀 = ε − 
𝜎

𝜔
𝑗   ・・・（1-3） 

（ε：粒子または溶液の誘電率，𝜎：粒子または溶液の導電率，𝑗：虚数単位） 

とした． 

方程式（1）より，以下の 4 つの性質が分かる．（I）誘電泳動力は粒子の体積に比例

する．（II）誘電泳動力は粒子が懸濁している溶液の誘電率に比例する．（III）誘電泳動

力ベクトルは電界強度の勾配 ∇𝐸2  に沿う方向性を有している．（IV）誘電泳動力は 

Clausius-Mossotti factor である Re[𝐾(𝜔)] の大きさと符号に依存する．正の誘電泳動は 

Re[𝐾(𝜔)]  >  0（または  𝜀𝑝  >  𝜀𝑚）において生じ，粒子は電場密度の高い領域へと泳動
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され，電場密度の低い領域から遠ざかる．負の誘電泳動は Re[𝐾(𝜔)]  <  0（または  𝜀𝑝  <

 𝜀𝑚）において生じ，粒子は電場密度の低い領域へと泳動され，電場密度の高い領域か

ら遠ざかる．  
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1.2.3 誘電泳動の応用例 

誘電泳動は元々粒子の分離・配列化・分析・操作をするための技術として用いられて

きた．例えば近年では，Freer らが誘電泳動を用いて，単結晶クリスタルナノワイヤー

を方向制御しつつサブミクロンスケールで配列化したという報告がある 6．また，Blanca 

らは，誘電泳動を用いてウシ血清アルブミンを操作・捕捉することに成功した 7．細胞

を対象とした研究においても同様に幅広い用途で使用されている．例えば，Albrecht ら

は誘電泳動によって細胞を大量かつ精密に凝集化し，ポリエチレングリコール（PEG）

ゲルに内包して培養することに成功した．その後，凝集化した細胞はそうでないものと

比べ，硫酸化グリコサミノグリカンの蓄積量が少ないことが明らかにした 8．Ahadian ら

は，誘電泳動で凝集化した ES 細胞を PEG ゲル内に内包し，胚様体を作製することに

成功した（図 1-3）9．また，Yasukawa らは，誘電泳動を使って細胞表面抗原と基板に

固定化した抗体との反応を促進するという研究をおこなった 10．  

以上のように，誘電泳動は微粒子や細胞などを扱う様々な研究に使用されており，安

価なデバイスで迅速かつ非侵襲的に微粒子や細胞を操作することができる．応用の幅が

広く今後も様々な分野において使用され得るポテンシャルを有しているといえる． 
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図 1-3  直線電極を交差させた誘電泳動デバイスで胚性幹細胞を集めて作製した胚

様体．参考文献［9］より引用．Reproduced from Ref. 9 with permission from The Royal 

Society of Chemistry. 

（A）櫛形の直線電極を 2 セット用意し上下から流路を挟んだ．（B）続いて流路に

胚性幹細胞を流し込んだ．（C）その後，図中の赤色と青色の電極にそれぞれ逆位相の

交流電圧をかけた．すると，不均一電場が発生し上下で違う色の電極が重なり合った部

分で強電場となり，正の誘電泳動によって細胞が強電場領域に集まった．（D）作製し

た細胞の凝集体はハイドロゲルに内包し，上側の電極は取り外された．（E）には誘電泳

動時の 15 秒間の細胞の動きを示した．（F）は，異なる高さにピントを合わせた時の位

相差顕微鏡像と z 軸方向に細胞を観察したときの画像である．  



12 

 

1.3 幹細胞の種類と性質 

1.3.1 幹細胞 

幹細胞とは，様々な細胞へと分化することができる多分化能と自己複製能をあわせ持

つ細胞のことを指す．近年，幹細胞の有する多分化能を再生医療に利用することを目的

とした研究が活発におこなわれており，幹細胞はあらゆる組織の細胞源として非常に有

望視されている．幹細胞はその起源によっていくつかの種類に分類され，例えば胚性幹

細胞（embryonic stem cells: ESCs），人工多能性幹細胞（induced pluripotent cells: iPSCs），

間葉系幹細胞（mesenchymal stem cells: MSCs）がある（図 1-4）．胚性幹細胞は，マウス

の早期着床前胚盤胞の内部細胞塊より単離された多能性幹細胞であり 11，内胚葉・中胚

葉・外胚葉と呼ばれる 3 つの細胞系統のほとんどすべてに分化することができる幅広

い多分化能を持つ．後に Thomson らによってヒト由来の胚性幹細胞も単離され 12，研

究者らは胚性幹細胞の利用に強い興味を持っているが，ヒトの 1 個体として発生し得

る細胞を実験用に取り扱う研究は倫理的な問題がある．また，品質の高いヒト卵子の入

手が困難であることも研究を制限する要因の 1 つであり，マウス由来の胚性幹細胞の

方が盛んに研究されている．人工多能性幹細胞はマウスの線維芽細胞において，転写因

子である Oct4/3（octamer-binding transcription factor 4/3），Sox2（sex determining region Y），

Klf4（kruppel-like factor 4），c-Myc（Avian Myelocytomatosis virus oncogene cellular 

homologue）の 4 つの遺伝子を過剰発現させることで得られることが Takahashi らによ

って初めて報告された 13．その後，Takahashi らと Nakagawa らはヒトの線維芽細胞か

らも人工多能性幹細胞を作製することに成功した 14,15．人工多能性幹細胞は自己複製能

力や分化能力において胚性幹細胞とほとんど同等の能力を持っており，また，受精卵を

用いずに得られるため倫理的問題が少なく非常に注目されている．しかし，遺伝子操作

をして細胞を作製する工程が必要であり，生体移植への安全性を保証することは難しく，

再生医療へ利用する上で大きな課題となっている． 
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図 1-4  主な幹細胞の種類と取得方法．文献［16］を参考に作成． 
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1.3.2 間葉系幹細胞 

間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cells: MSCs）は，1960 年代に Friedenstein らによ

ってマウスの骨髄液から線維芽細胞様の接着細胞として発見され 17,18，1990 年代には 

Lazarus らによって初めて臨床で自家細胞を血液悪性疾患患者へ注射したことが報告

された 19．間葉系幹細胞は，脂肪細胞，骨芽細胞，軟骨細胞などの中胚葉由来の細胞に

分化する能力がある細胞とされ 1,20,21，胚性幹細胞や人工多能性幹細胞に比べると多分

化能は低いが（図 1-5），臨床応用が最も進んでいる幹細胞である．さらに，近年の研

究において，間葉系幹細胞は内胚葉 22–24や外胚葉 21,25–27など胚葉を超えた分化可塑性を

有することが明らかとなり，ヒトの体の中に天然に存在するため倫理的問題も少なく，

最も安全な細胞源であると考えられている．これまで多くの研究がおこなわれてきた理

由には，比較的容易に骨髄から入手でき，生体外で増殖や分化誘導をおこないやすく，

分化能の維持が簡単であることが挙げられる．また，間葉系幹細胞は組織損傷後の炎症

部位へのホーミング能力 28,29，損傷を受けた細胞の回復を刺激し、炎症を抑制すること

ができる複数の生体分子を分泌する能力 28,30,31を有しているといわれている（図 1-6）． 

米国国立医学図書館（NLM）が運営する世界中で行われた臨床研究のデータベース

である ClinicalTrials.gov（https://clinicaltrials.gov/）によれば，”mesenchymal stem cells”

で検索した場合，本論文執筆時点で 901 件もの臨床研究が登録されている．間葉系幹

細胞の臨床応用例には，移植片対宿主病の治療に間葉系幹細胞注射が効果的であったと

いう報告 32,33や，肝硬変患者への間葉系幹細胞注射が患者の肝機能を改善したという報

告 34などがあり，幅広い症状において治療効果が見出されている．2000 年代には脂肪

組織 35，臍帯血中 36，骨格筋組織中 37など体内の様々な組織から間葉系幹細胞が得られ

ることが報告された．異なる組織から得られた間葉系幹細胞は生物学的な機能は非常に

類似しているものの，得られる組織によって異なる特性を有していることがわかってい

る．中でも，最も研究例が多いのは骨髄由来の間葉系幹細胞である． 
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図 1-5  幹細胞と分化多能性． 

位置が高いほど高い多分化能を有し，様々な細胞に分化し得ることを示している．  
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図 1-6  間葉系幹細胞が有する生物学的特性の概略図．文献［38］を参考に作成． 
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1.4 間葉系幹細胞の分離 

1.4.1 細胞分離の種類と重要性 

1.3 で述べたとおり，間葉系幹細胞は再生医療分野において有用であり，使用するた

めには体内から採取した細胞を分離する必要がある．異種細胞懸濁液から純粋な間葉系

幹細胞集団を分離する技術に求められる要素は，高効率，簡便性，迅速性，汎用性であ

る．表 1-1 には，いくつかの主な細胞分離法の特徴をまとめた．細胞分離技術は，サ

イズや密度などの物理変数に基づく手法と，化学的，電磁気学的な親和性に基づく手法

の 2 つに大別される．前者の技術の中で特に有名な方法は，密度勾配遠心分離法であ

る．密度勾配遠心分離法は，予め密度勾配を形成するように調製した溶液をチューブ内

に用意し，遠心によってチューブ垂直方向に細胞を移動させ，細胞と溶液が当密度の位

置に細胞を集めることができる．本手法は，予め分離したい細胞種の密度情報が必要と

なる．有名な密度勾配調製用溶液には Ficoll-paqueTM，PercollTM などがあり，密度勾配

遠心分離法は比較的簡単で非標識に細胞分離が可能であることから，現在の臨床におい

ても広く使用されている 39–41．しかし，細胞のサイズや密度に頼った本方法を用いて骨

髄組織から間葉系幹細胞を分離した際には，分離後に得られた細胞液中に間葉系幹細胞

を含む単核細胞（monocyte）と樹状細胞（dendritic cell）が約 10% 程の存在割合であっ

たという報告があり 41，密度勾配遠心分離法によって得られる細胞の存在割合はあまり

高くないという問題点がある．化学的，電磁気学的な親和性に基づく手法としては，細

胞表面に存在する抗原を利用して抗原と抗体の親和性に基づく細胞分離をおこなう 

fluorescence-activated cell sorting（FACS）や，magnetic-activated cell sorting（MACS）と

呼ばれる技術がある．FACS では，蛍光色素でタグ付けされた抗体を細胞に混ぜて細胞

を標識し，蛍光と光散乱によって細胞が分離される．FACS は，95% 以上の高い存在

割合を実現できるが，高価で持ち運びができない装置を使用する必要があることや，分

離速度が～107 cells/hour に限られているという問題がある 42–44．MACS 法は抗体を固
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定化した磁気ビーズで細胞抗原を特異的に認識し捕捉・分離する方法であり，同手法は

複数のサンプルを並行して処理できるため FACS よりも分離速度が期待できるが，サ

ンプルに磁気ビーズが混入するため分離後の細胞の精製に手間がかかり，得られる細胞

の存在割合は 75% 程度であるという問題点がある 42,44–47．また，FACS も MACS も

標識が必要なため，細胞の活動や機能に影響を与えてしまう可能性がある． 

以上のように，間葉系幹細胞を単離するための技術は既にいくつか存在しているが，

どの方法も未だ選択性が低い点や標識が必須な点で課題がある．間葉系幹細胞を単離す

ることは，基礎研究や臨床応用において必要不可欠な技術であり，増え続ける間葉系幹

細胞への需要によって，新しい間葉系幹細胞単離技術開発の必要性は高まっている． 
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表 1-1  幹細胞分離法の比較． 

方法 利点 欠点 

密度勾配遠心分離法 

大量サンプルに適用可能， 

非標識，簡単，安価 

スケールアップ可能， 

長時間の遠心（約 40 分）， 

専用の溶液に細胞を懸濁, 

低い選択性 

Fluorescence-activated  

cell sorting（FACS） 
高い選択性，正確性 

標識が必要，高価， 

特殊な装置が必要， 

スケールアップ不可， 

長時間の前処理（1～2 時間） 

Magnetic-activated  

cell sorting（MACS） 

やや高い選択性， 

並行して適用可能 

回収物に磁性粒子が混入, 

標識が必要 
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1.4.2 誘電泳動を用いる細胞分離例とデバイスの構造の重要性 

誘電泳動による細胞分離では，細胞のサイズのみならず細胞固有の電気物理学的な性

質を利用して細胞を分離することができる．さらに，細胞への標識をおこなう必要がな

く，迅速で非侵襲に分離可能あることが知られており，分離技術として優れたポテンシ

ャルを有しているといえる．誘電泳動による細胞分離をおこなう上で重要となるのは，

デバイスの構造である．誘電泳動デバイスをどのように設計するかによって，細胞をデ

バイス中のどこに，どのように分離するかを予め予想することができる．例えば Deng 

らは誘電泳動を用いて脂質含有量の異なる藻類を分離した（図 1-7）48．本研究は脂質

含有量の違いを見分けて細胞を分離できる誘電泳動の選択性の高さを示しているが，シ

ンプルな直線電極を用いておこなわれた研究であり，デバイスの構造に改良の余地があ

る．また，Yildizhan らは，三次元に構築された誘電泳動用電極を使用してヒトのリン

パ球を生死で分離したことを報告した 49．誘電泳動デバイスを三次元化することで一度

に分離できる細胞数は多くなる．しかし，誘電泳動デバイスの作製方法自体も複雑にな

ってしまうという問題点がある．その他に，絶縁体ベース誘電泳動と呼ばれる特殊な誘

電泳動手法を用いた例もある（図 1-8）50．絶縁体ベース誘電泳動は一般に直流電場を

用いることが多く，流路の途中に絶縁体のピラーを配置することで不均一な電場を生み

出し誘電泳動を生じさせる技術である．絶縁体ベース誘電泳動は，デバイスの作製が比

較的簡単であるという利点があるが，大きな電位を使用し，高い導電性を有する溶液を

使用するため，ジュール熱と電熱流が生じてしまうという問題点がある．  

以上より，誘電泳動デバイスを利用した細胞分離法はこれまで様々なデバイスが提案

されてきたが，構造が比較的単純かつ高い分離効率を実現できる誘電泳動デバイスの設

計は，未だ開発途上であるといえる．また，ヒト骨髄由来間葉系幹細胞の分離において，

誘電泳動の有効性を示した報告は未だない．したがって，誘電泳動によってヒト骨髄由

来の間葉系幹細胞分離が可能であれば，誘電泳動による分離技術の新しい応用先として
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期待できる．そこで，本研究ではヒト骨髄由来間葉系幹細胞と同組織由来の前骨髄球の

モデルとしてそれぞれ UE7T-13 と HL-60 を使用し，独自に設計した鋸型電極を有し

た誘電泳動デバイスの作製と評価をおこなった． 
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図 1-7  脂質含有量が 11 wt%（透明な細胞）と 44 wt%（Nile Red で染色済みの細

胞）の藻類をそれぞれ電極縁と電極上に分離したときの顕微鏡図．文献［48］より引用．

Reprinted from Bioresource Technology, 135, Deng, Y.-L., Chang, J.-S. & Juang, Y.-J., 

Separation of microalgae with different lipid contents by dielectrophoresis, 137–141, Copyright 

(2013), with permission from Elsevier. 
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図 1-8  絶縁体ベース誘電泳動を用いた（A，B）デバイスの概略図と（C）S. cerevisiae 

を誘電泳動でトラップしている様子．文献［50］より引用．Reproduced from Ref. 50 with 

permission from Wiley. 

（C）の写真でひし形の絶縁性構造の間にアーチ型に白く見えるのは絶縁体ベース誘

電泳動によって凝集させられた S. cerevisiae 細胞である．  
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1.5 本研究の目的 

前項において述べたとおり，骨髄由来の間葉系幹細胞は再生医療分野において有用で

あり，生体内から分離するための手段はいくつか存在しているが，選択性が低い点や標

識が必須な点で課題がある．また，ヒト骨髄由来間葉系幹細胞の分離において，誘電泳

動の有効性を示した報告は未だない．したがって，本研究では高効率で迅速，簡便，非

標識に間葉系幹細胞分離できるデバイスを独自に設計・作製し，デバイスの性能を評価

することを目的とした．  
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1.6 本論文の構成 

第 2 章では独自に設計した鋸型電極を有するヒト骨髄由来間葉系幹細胞分離用の誘

電泳動デバイス作製に関する内容を紹介し，第 3 章では作製したデバイスを用いて実

際にヒト骨髄由来間葉系幹細胞を同組織由来の異種細胞から分離し，デバイスを評価し

た結果を報告する．  
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第 2 章 鋸型電極を有する誘電泳動デバイス 

2.1 緒言 

2.1.1 実験の目的 

第 1 章で述べたとおり，間葉系幹細胞は再生医療分野において有用であり注目され

ているが，間葉系幹細胞を分離する技術は選択性が低い点や標識が必須な点で課題があ

る．したがって，新たな分離技術の開発が非常に重要である．本研究では，間葉系幹細

胞を分離するための技術として誘電泳動に注目した． 

誘電泳動による細胞分離をおこなう上で重要となるのは，デバイスの構造である．誘

電泳動デバイスをどのように設計するかによって，細胞をデバイス中のどこに，どのよ

うに分離するかを予想することができる．本章では，高効率で迅速，簡便，非標識に間

葉系幹細胞分離できる鋸型電極を有したデバイスを独自に設計・作製することを目的と

した．  
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2.2 実験の方法 

2.2.1 細胞・試薬・装置 

電極作製および誘電泳動用材料・試薬 

- 2-Propanol（166-04831, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Ltd., Japan） 

- Acetone（011-00357, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan） 

- CARBON PASTE TU-10S（Asahi Chemical Research Laboratory Co., Ltd., Japan） 

- Contaminon® AC（031-10381, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan） 

- ITO 膜付きガラス（スパッタ品）（0006, GEOMATEC Co., Ltd., Japan） 

- MF CD-26 DEVEROPER（The Dow Chemical Company, USA） 

- PET 基材薄手両面テープ（No.5603, NITTO DENKO CO., Japan） 

- S1818G PHOTORESIST（The Dow Chemical Company, USA） 

- SU-8 Developer（KAYAKU CO., LTD., Japan） 

- アラルダイトラピッド AR-R30（NICHIBAN CO., LTD., Japan） 

- スクロース（196-00015, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan） 

- ネガティブフォトレジスト SU-8 3005（KAYAKU CO., LTD., Japan） 

- パスツールピペット（73-0001, AGC TECHNO GLASS CO., LTD., Japan） 

- 混酸 ITO-02（KANTO KAGAKU, Japan） 

- 免疫学的測定用ブロッキング試薬 N102（NOF CORPORATION., Japan） 

 

器具・装置・ソフトウェア 

- AS 超音波洗浄器 US-4R（TRUSCO NAKAYAMA Corporation, Japan） 

- AutoCAD（Autodesk Inc., USA） 

- Compact Water Quality Meter（B-771, HORIBA, Ltd., Japan） 

- COMSOL Multiphysics（COMSOL, Inc., Burlington, MA, USA） 
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- ImageJ（National Institutes of Health, USA） 

- SP-7 SPOT CURE（USHIO INC., Japan） 

- Waveform Generator 33500B Series（AGILENT TECHNOLOGIES, INC., USA） 

- アナログテスター CX-03（CUSTOM corporation, Japan） 

- スピンコーター K-359S1（KYOWA RIKEN CO., LTD., Japan） 

- テーブルトップ冷却遠心機 2800（KUBOTA CORPORATION., Japan） 

- ホットプレート付マグミキサ MH800（YAMATO SCIENTIFIC CO., LTD., Japan） 

- ワンセルカウンター（OC-C-S02, Fine Plus International Ltd. Japan） 

- 位相差・蛍光顕微鏡（IX5158F-3, Olympus Corporation, Japan） 

- 位相差顕微鏡（Motic AE31, Shimadzu RIKA Corporation, Japan） 

- 純水製造装置オートスチル WG222（YAMATO SCIENTIFIC CO., LTD., Japan） 

- 真空プラズマ卓上タイプ YHS-R（SAKIGAKE-Semiconductor Co., Ltd., Japan） 
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2.2.2 電極作製用フォトマスク設計と有限要素解析 

1.2 において述べたとおり電場の密度勾配の大きさは誘電泳動力の大きさ，すなわち

泳動の効率へと影響する．また，誘電泳動デバイスには，電極の形状が尖った形をして

いると高い電場密度勾配を生み出せるという性質があり，本性質を用いて誘電泳動デバ

イス内の電場密度の分布を調節することが重要となる．本研究で作製した幹細胞分離用

の誘電泳動デバイスは，流路の底面に独自に設計した鋸型の電極構造を有している（図 

2-1）．図 2-1A には鋸型の電極デザインの寸法情報を示した．デバイスは左右の下部に

リード線を接続するための領域を円状に設け，中央の上部に鋸型電極領域を配した．誘

電泳動デバイス内では，鋸型電極領域の真上にいる細胞に対して誘電泳動をおこなう．

電極形状の製図は商用ソフトウェアである AutoCAD（Autodesk Inc., USA）を用いてお

こない，dwg を拡張子とする CAD ファイルとして作製した．作製した CAD ファイ

ルは東京プロセスサービス（TOKYO PROCESS SERVICE CO., LTD.）に送付し，ポリエ

ステルベースのフィルムマスクを購入した．フィルムマスクは，石英やガラスマスクに

比べ透明度や耐久性が劣るが安価であるため選択した．予備検討の結果から，東京プロ

セスサービスから購入したフィルム製フォトマスクを用いた場合，当研究室が所有する

紫外光照射光源 SP-7 SPOT CURE（USHIO INC., Japan）を用いたフォトリソグラフィー

が十分に可能であることを予め確認した．電極形状を設計する際には，（1）電極に印加

する交流電圧の位相に伴う細胞の配列像が予めイメージしやすいこと，（2）細胞を効率

よく捕捉できること，（3）流路の壁の部分となる両面テープ（スペーサー）の形状が単

純で加工が容易なこと，（4）電極の構造が単純で扱いやすいこと，（5）流路内の細胞の

大部分が誘電泳動の作用領域内に収まるようにすることを考慮した．図 2-1B には，鋸

型の ITO 電極基板の真上に細胞を乗せ，アースへ繋いだ平板状の ITO 電極基板で上

から蓋をした後，細胞懸濁液を上下の基板間に注入し誘電泳動をおこなった際に予測さ

れる細胞の泳動時の様子を示した．1.2 で述べたとおり，誘電泳動には負の誘電泳動と
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正の誘電泳動 2 つのパターンがあり，本誘電泳動デバイス内における正の誘電泳動時

には，細胞は鋸型電極の真上に引き寄せられ，負の誘電泳動時には，細胞は鋸型電極の

間に引き寄せられる．図 2-3C には，電極部の保護と誘電泳動作用部以外の絶縁処理を

目的としたネガティブフォトレジストのコーティング部を示した． 

誘電泳動時には，前述したように電場の密度勾配が大きいほど誘電泳動力が強くなる．

また，大きな電場勾配は電極の尖ったデザインの部分において生じやすい．本研究で設

計した鋸型の電極は，電極デザインに鋭利な角部分が多いため細胞の操作を効果的にお

こなうことができると予想した．そこで，電場の密度勾配をシミュレーションするため

に有限要素解析法を使用した．有限要素解析は，あらゆる物理現象を合成してシミュレ

ートすることができる商用ソフトウェア  COMSOL Multiphysics（COMSOL, Inc., 

Burlington, MA, USA）を使用しておこなった．図 2-2A，B には，それぞれ COMSOL 

Multiphysics 上で作成した誘電泳動デバイスの流路内部のジオメトリとメッシュを示

した．ジオメトリとは，解析をおこなう空間の 3D モデリングデータであり，メッシ

ュとはジオメトリを小さな領域に分割したものであり，電場の密度勾配をシミュレーシ

ョンする際の最小単位となる．ジオメトリのデータは，設計した電極の CAD データを

参考に作製した．鋸型は繰り返しパターンであるため，解析は流路内部の一部分に関し

ておこない，今回シミュレーションした領域外部分においてもおおよそ同様の電場分布

があると考えた．図 2-2 では表示されていないが，ジオメトリの上下には ITO 電極が

コートされているガラス基板層もシミュレートされており，また，図中の流路底面の鋸

型 ITO 電極には 10 V peak-to-peak（Vpp）の交流電圧を印加し，天井には一様な平板

状の ITO 電極を配置しアースに接続してあるという条件を設定した．  
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図 2-1  ヒト間葉系幹細胞分離用の誘電泳動デバイス内流路底面の電極デザイン． 

（A）誘電泳動デバイス底面に配置した電極デザインの全体図．電極中央部には鋸型

形状領域を有しており，それぞれの寸法を図に示した．誘電泳動作用部は中央の鋸型電

極部の真上のみである．（B）細胞が正の誘電泳動と負の誘電泳動にさらされたときの

誘電泳動挙動．（C）電極の保護と誘電泳動作用部以外の絶縁処理を目的としたネガテ

ィブフォトレジストのコーティング部．  
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図 2-2  有限要素解析のために作成した 3D の（A）ジオメトリと（B）メッシュ． 

ジオメトリとは誘電泳動デバイスの 3D モデリングデータである．ジオメトリ内の

電場密度分布解析は，メッシュ単位で計算される．メッシュはソフトウェア上で自動作

成し，メッシュの大きさは最小になるように設定した．図中の寸法の単位は，μm であ

る． 
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2.2.3 鋸型電極を有する誘電泳動デバイスの設計 

本研究で設計した鋸型電極を有する細胞分離用の誘電泳動デバイスの概略図を図 

2-3 に示す．図 2-3A，B には，それぞれデバイスの断面図，俯瞰図を示した．本デバ

イスでは酸化インジウムスズ（Indium-Tin-Oxide: ITO）膜付きガラス（スパッタ品）（0006, 

GEOMATEC Co., Ltd., Japan）を使用した．ITO は，導電率と透明度が高いため，誘電

泳動中に細胞の観察をするのに適した電極材料である．誘電泳動デバイスは，上下を 

ITO 膜付きガラス基板によって挟まれた構造を有しており，ITO 電極がデバイスの内

側を向くように配置されている．流路天井面に配置した ITO 膜付きガラス基板は加工

せずそのまま使用し，流路底面に配置したものは ITO 電極を予め鋸型の形状に加工し

た．上下の ITO 膜付きガラス基板で挟んだのは，流路に 30 μm の厚みを出し流路壁

の役割をする PET 基材薄手両面テープ（No.5603, NITTO DENKO CO., Japan）と電極の

誘電泳動作用部以外を保護，絶縁する役割をするフォトレジストである．PET 基材薄

手両面テープは上下の基板を接着する役割も有している．上下の ITO 膜付きガラス基

板にはそれぞれリード線を取り付け，誘電泳動時には電圧を印加するために Waveform 

Generator 33500B Series（AGILENT TECHNOLOGIES, INC., USA）に繋いで交流電圧を

印加した． 

図 2-4 には，作製した誘電泳動デバイスの流路断面図における細胞の泳動予想を示

した．本誘電泳動デバイスが流路底面に有する鋸型電極の構造に応じて，電極の真上に

電場の強い領域が生じる．正の誘電泳動が生じた場合には流路中に懸濁された細胞は電

場の強い鋸型電極の真上領域へ移動し，負の誘電泳動が生じたときには流路中に懸濁さ

れた細胞は電場の弱い鋸型電極の間へ移動する． 
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図 2-3  本研究で作製したヒト骨髄由来間葉系幹細胞分離用の誘電泳動デバイス概

略図． 

デバイスは Indium-Tin-Oxide（ITO）コート済みガラス基板でスペーサーとフォトレ

ジストを挟み込んだ構造の流路を有している．（A）は流路の断面図を示しており，（B）

は誘電泳動デバイスの俯瞰図を示している． 
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図 2-4  本実験で構築する電極デバイスの断面図と予想される細胞の泳動． 

正の誘電泳動が生じた場合，細胞が電場密度の高い電極デバイス流路底面の鋸型 ITO 

電極の上に集まる．負の誘電泳動が生じた場合，電場密度の高い鋸型 ITO 電極から遠

ざかるように細胞が泳動される． 
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2.2.4 フォトリソグラフィーによる誘電泳動デバイスの作製 

細胞分離用の誘電泳動デバイスの流路底面に配置する鋸型電極作製工程の概略図を

図 2-5 に示した．下記には，ITO 膜付きガラスにフォトリソグラフィーおよびケミカ

ルエッチングを施すことによって，ITO 電極を鋸型に加工する図 2-5A-I の工程につい

て詳細を記述した． 

 

工程 図 2-5A-B 

フォトリソグラフィーをおこなう前処理として，図 2-5A-B に示した操作をおこなっ

た．購入した ITO 膜付きガラス（スパッタ品）（0006, GEOMATEC Co., Ltd.）を，Acetone

（011-00357, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan）と 2-Propanol（166-04831, 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan）に浸しながらそれぞれ 10 分間ずつ 

AS 超音波洗浄器 US-4R（TRUSCO NAKAYAMA Corporation, Japan）を用いて超音波洗

浄をおこなった（図 2-5A）．次に，パスツールピペット（73-0001, AGC TECHNO GLASS 

CO., LTD., Japan）を用いて ITO 膜付きガラスにポジティブフォトレジスト S1818G 

PHOTORESIST（The Dow Chemical Company, USA）をたらし，スピンコーター K-359S1

（KYOWA RIKEN CO., LTD., Japan）を用いて 500 rpm で 5 秒間，3000 rpm で 5 秒間

のプログラムでスピンコートした．その後，ホットプレート付マグミキサ  MH800

（YAMATO SCIENTIFIC CO., LTD., Japan）を使用して 100°C で 8 秒間ソフトベークし，

空冷した（図 2-5B）．以後，処理をおこなった ITO 膜付きガラスを ITO 電極基板と

称する． 

 

工程 図 2-5 C-D 

上記の操作で得られたフォトレジストスピンコート済み ITO 電極基板に対し，設

計・発注したポリエステルベースのフィルム製フォトマスクを介して ultraviolet（UV）
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光照射をおこなった（図 2-5C）．UV 光照射時はフィルムマスクの表裏に注意し SP-7 

SPOT CURE（USHIO INC., Japan）を使用して UV 光を 0.33 mW/cm2（50% 出力，距離

10.5 cm）で 4 秒間照射した．続いて，ポジティブフォトレジスト S1818 の現像液で

ある MF CD-26 DEVEROPER（The Dow Chemical Company, USA）を満たしたシャーレ

を 2 枚用意し，現像液をパスツールピペットでかけ流しながら UV 光照射後の ITO 

電極基板を 2 度洗浄することで，フィルムマスクに隠され UV 光照射されなかった部

分のポジティブフォトレジストを除去した．加工されたポジティブフォトデジストの電

極デザインの太さは，オープンソースの画像処理ソフトウェアである ImageJ（National 

Institutes of Health, USA）を用いて測定した．最後に，現像停止処理として蒸留水で同

様に 2 度洗いし，ホットプレートを用いて 100°C で 2 分間ポストベークし空冷した

（図 2-5D）．ベーク終了時には，レジストの色が黄色から薄い赤色に変色したことを確

認し，顕微鏡でコーティングされた電極のパターンを観察した．なお，現像時にフォト

レジストが意図せず基板に残ってしまう際には，最初のソフトベーク時間を短くする必

要がある． 

 

工程 図 2-5E-F 

ポジティブフォトレジストで覆われていない ITO 電極基板上の領域を酸で溶かして

削り取る操作（エッチング）をおこなった（図 2-5E）．まず，ITO 電極用エッチング液

である混酸 ITO-02（KANTO KAGAKU, Japan）をビーカーに注ぎ，ITO 電極基板をビ

ーカーの底に沈め超音波洗浄器を使って撹拌した．エッチングの終了時間は，両端のリ

ード線接続予定部のポジティブフォトレジストを一部 acetone で拭って剥がし，アナロ

グテスター CX-03（CUSTOM corporation, Japan）を当てて導通がないことで判断した．

エッチング完了後は，ITO 電極基板を acetone に浸して洗い，不要となったポジティ

ブフォトレジストを除去（リフトオフ）した．（図 2-5 F）．ポジティブフォトレジスト
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が無傷にも関わらずエッチング後の ITO 電極基板にひっかき傷のような跡が入ってし

まう場合には，基板に対するポジティブフォトレジストの吸着が甘いのが原因であり，

基板を予めシラン処理することで，ITO 電極基板に対するポジティブフォトレジストの

親 和 性 を 高 め た ． シ ラ ン 処 理 は ， 容 器 に 入 れ た  100 μL の 

1,1,1,3,3,3-Hexamethyldisilazane（HDMS）と，予め 100°C で 15 分間脱水ベークし，ポ

ジティブフォトレジストコート面を上へ向けた ITO 電極基板を共にデシケーターに入

れて脱気し数時間静置（ベーパー処理）しておこなった． 

 

工程 図 2-5G-I 

構築した鋸型電極デバイスのうち，誘電泳動作用部以外の領域の保護と絶縁化を目的

とし，ネガティブフォトレジスト SU-8 3005（KAYAKU CO., LTD., Japan）のコーティ

ングをおこなった（図 2-5G-I）．最初に，2-Propanol を用いてコーティング対象の ITO 

電極基板を  10 分間超音波洗浄した．次に，真空プラズマ卓上タイプ  YHS-R

（SAKIGAKE-Semiconductor Co., Ltd., Japan）を用いて ITO 電極基板の表面をプラズマ

洗浄することにより，コーティングするネガティブフォトレジストの ITO 電極基板へ

の親和性を大きくした．その後，パスツールピペットを用いて ITO 電極基板にネガテ

ィブフォトレジストをたらし，スピンコーターを用いてスピンコートした．スピンコー

ト時の条件には，500 rpm で 5 秒間，3000 rpm で 30 秒間のプログラムを使用し，コ

ート後の厚みは製品のプロトコルによると約 5 μm である．そして，100°C のホットプ

レートで 30 秒間ソフトベークし，空冷した後 SP-7 SPOT CURE を使用して UV 光を 

0.33 mW/cm2（50% 出力，距離 10.5 cm）で 30 秒間照射した．続けて 100°C ホットプ

レートで 1 分間ポストベークし空冷した． 

現像工程では，ネガティブフォトレジストの現像液 SU-8 Developer（KAYAKU CO., 

LTD., Japan）を満たした 2 枚のシャーレに ITO 電極基板を浸し，現像液をスポイトで



39 

 

かけ流しながら 2 度洗浄した後，停止液であるイソプロパノールで同様に 2 度洗いし

た．続いて 140°C で 15 分間ハードベークし，得られたネガティブフォトレジストの

パターンを位相差顕微鏡（Motic AE31, Shimadzu RIKA Corporation, Japan）で観察した． 

上記の工程を終えた後，構築した ITO 電極基板と Waveform Generator を接続するた

めのリード線を取り付ける作業をおこなった．予め，用意したリード線用のエナメル線

を適当な長さでカットし，その両端をライターで炙った後にヤスリで削り，絶縁用被覆

部を除去した後，CARBON PASTE TU-10S（Asahi Chemical Research Laboratory Co., Ltd., 

Japan）でエナメル線を ITO 電極基板に密着させリード線を接続した．その後，100°C の

ホットプレートで約 90 分間ベークして CARBON PASTE を固め，その上から，アラ

ルダイトラピッド AR-R30（NICHIBAN CO., LTD）を塗って一晩静置しさらに強力な接

着，絶縁処理を施した．なお，購入した ITO 膜付きガラスを適当な大きさに切り，加

工をせずにそのままリード線を取り付けた ITO 電極基板を流路天井面として使用した．

リード線が接着しているかどうかは，リード線の先と ITO 基板にアナログテスターを

当て，導通があることを確認して判断した．以上の工程によって，電極基板の作製と配

線を完了した． 

 

誘電泳動デバイスの組み立て 

キムワイプで Contaminon® AC（031-10381, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, 

Japan），2-Propanol，純水を使って作製した電極デバイスを優しく擦りながら洗浄し，

手動のブロアーで水気を飛ばして流路部分表面に汚れがないことを確認した．次に，誘

電泳動デバイスの流路壁の形状に切り抜いた  PET 基材薄手両面テープ（No.5603, 

NITTO DENKO CO., Japan）を 30 μm 厚のスペーサーとして，流路底面に配置する鋸型

の電極形状を有する ITO 電極基板に貼り付け，流路天井に配置する無加工の平板状 

ITO 電極基板と合わせて  1 セットとして真空プラズマ卓上タイプ  YHS-R
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（SAKIGAKE-Semiconductor Co., Ltd., Japan）の中に入れた．その後，真空プラズマ卓上

タイプ YHS-R を使用して流路内側になる面にプラズマ処理を施し，ITO 電極基板の親

水性を向上させた．親水性を向上させることで流路を組み立てた後に細胞懸濁溶液を注

入する際に気泡が入りにくくなる効果がある．続いて，前述した 1 セットの ITO 電極

基板をプラズマ処理前に接着しておいた PET 基材薄手両面テープで貼り合わせた．な

お，リード線の先はプラズマ洗浄の影響で酸化して接触不良を起こす危険性があるため，

誘電泳動前に先端をやすりで削り直した． 
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図 2-5  誘電泳動デバイス流路底面に配置する，鋸型形状を有する ITO 電極基板の

加工工程概略図． 

ITO 膜付きガラスにフォトリソグラフィーおよびケミカルエッチングを段階的に施

すことによって，設計した鋸型の形状を有する ITO 電極をガラス表面上に作製した． 
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2.3 結果と考察 

2.3.1 有限要素解析による鋸型電極の電場密度分布の評価 

設計した鋸型電極が効率の良い誘電泳動をおこなうために適しているのかを調べる

ため，有限要素解析を用いてデバイス流路内の電場密度分布をシミュレーションした

（図 2-6）．有限要素解析には商用ソフトウェア COMSOL Multiphysics（COMSOL, Inc., 

Burlington, MA, USA）を使用した．鋸型電極部の電圧は 10 Vpp に設定して解析をおこ

ない，本電場密度分布図は流路底面から高さ 4 μm 地点の電場密度分布を示している．

図 2-6 では，結果が赤色に近いほど電場密度が強く，青色に近いほど電場密度が弱い

ことを示している．図 2-6 の上図は，誘電泳動デバイス中の流路底面の ITO 電極の形

状が直線状であるときの解析結果であり，図 2-6 の下図は鋸型の電極形状をしている

ときの電場密度の分布を示している．図 2-6 から明らかなように，直線のデザインよ

りも多く尖った構造を有している鋸型のデザインは，同じ電圧を印加した際により電場

勾配が大きく，効率的に誘電泳動を生じさせられることがわかった．  
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図 2-6  有限要素解析による誘電泳動用の ITO 電極近傍の電場密度分布図． 

電場密度は COMSOL Multiphysics を用いてシミュレーションした．電極部の電圧は 

10 Vpp として解析をおこない，本分布図は流路底部から高さ 4 μm 地点の電場密度分

布を示している．上段には誘電泳動デバイスで一般的に見られる直線電極の結果を示し，

下段には本研究において用いた鋸型電極の結果を示した．スケールバーの大きさは 100 

μm である． 
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2.3.2 誘電泳動デバイスの作製 

鋸型電極を有する誘電泳動デバイス作製の際には，UV 光の露光時間を最適化し，ポ

ジティブフォトレジストを加工した．フォトマスクを通した UV 光の露光時間によっ

て，現像後にはポジティブフォトレジストの電極模様の太さに変化が見られた（図 2-7）．

露光時間が長いと鋸型電極が細くなったのは，フォトマスクの鋸型デザイン部真下に漏

れた遮光されるはずである UV 光による影響が大きくなったからと考察した．また，4 

秒未満の露光時間だと UV 光照射時間が十分でなく，現像後も鋸型電極のデザイン以

外の領域にポジティブフォトデジストが残ってしまった．本結果から，露光時間は 4 秒

間が適切であると考えられた．また，ITO 電極を加工する操作であるエッチング時には，

超音波洗浄機の稼働時間によってエッチング液の温度が上昇しエッチング時間が短く

なる現象が見られた．図 2-8 の結果より，エッチング時間は 40 °C 未満の温度帯で比

較的安定していることがわかり，その後は 40 °C 未満でエッチングをおこなった． 

前述した検討を経て，細胞分離用の誘電泳動デバイスを作製した．デバイスのスケー

ル，および写真は図 2-9 に示した．図 2-9A にはデバイス底面に配置される，鋸型に

電極が加工された ITO 電極基板を示した．図 2-9B には厚さ 30 μm でスペーサーの

役割を担う PET 基材薄手両面テープを，図 2-9A の ITO 電極基板に真上から 2 本貼

り付けたデバイスを示した．図 2-9C には流路の位置を視認しやすいように両面テープ

の上面シールを剥がさずそのまま，上蓋となる ITO 電極が平板状にコートされた無加

工の ITO 電極基板を図 2-9B に乗せたときの様子を示した．誘電泳動デバイスの流路

部は上下を ITO 電極基板セットで挟まれた領域内の，2 本のスペーサーの間を指す． 
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図 2-7  ポジティブフォトレジストへの露光時間と現像後の鋸型電極の幅． 
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図 2-8  エッチング時の水温とエッチング所要時間． 
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図 2-9  完成した誘電泳動デバイスの写真． 

（A）誘電泳動デバイス底面の鋸型電極を有する ITO 電極基板．フォトレジストは

透明で厚みは 5 μm 程度であるため写真では位置の判断が難しい．（B）厚さ 30 μm の

スペーサー（両面テープ）を（A）に貼り付けたときの誘電泳動デバイス．（C）流路の

位置を視認しやすいようにスペーサー（両面テープ）上面にあるシールを剥がさずその

まま上蓋となる ITO 電極基板（B）の上に乗せた時の様子．誘電泳動デバイスの流路

部は上下を ITO 電極基板で挟まれた領域内の， 2 本のスペーサーの間部分を指す．  
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第 3 章 誘電泳動デバイスを使用した間葉系幹細胞の迅速な分離 

3.1 緒言 

3.1.1 実験の目的 

第 1 章で述べたとおり，再生医療分野において間葉系幹細胞は有用であるが，間葉

系幹細胞を分離する技術は選択性が低い点や標識が必須な点で課題がある．したがって，

新たな分離技術の開発が非常に重要である．本研究では，間葉系幹細胞を分離するため

の技術として誘電泳動に注目した．本章では，第 2 章において独自に設計・作製した

間葉系幹細胞分離用の誘電泳動デバイスの性能の評価をおこなうことを目的とした． 

骨髄液の中での間葉系幹細胞の存在割合は，年齢によっても前後するが  0.01% ～ 

0.1% 程度と言われている．また，前骨髄球はヒトから採取した骨髄液の中で最も存在

割合の多い骨髄球系の細胞である（図 3-1）51．以上より，本誘電泳動デバイスのデモ

ンストレーションとして骨髄由来のヒト間葉系幹細胞と同由来のヒト前骨髄球の混合

液から間葉系幹細胞を分離し，存在割合，濃縮率，回収率を評価した．誘電泳動後には，

細胞の生存率と遺伝子発現率の変化を調査した． 
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図 3-1  骨髄液中に存在する細胞の比率． 
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3.2 実験方法 

3.2.1 細胞・試薬・装置 

細胞および細胞培養関連試薬 

- 0.5% Trypsin-EDTA（10X）（15400-054, Thermo Fisher Scientific Inc., USA） 

- 100 mm Non-Treated Dish（1020-100, AGC TECHNO GLASS CO., LTD., Japan） 

- 100 mm/Tissue Culture Dish（3020-100, AGC TECHNO GLASS CO., LTD., Japan） 

- CELLBANKER® 1（Nippon Zenyaku Kogyo Co.,Ltd., Japan） 

- D-MEM（High Glucose）with L-Glutamine and Phenol Red（044-29765, FUJIFILM Wako 

Pure Chemical Corporation, Japan） 

- Dulbecco’s PBS（-）（041-20211, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan） 

- Fetal Bovine Serum（FB-1061/500, biosera, France） 

- PSN（100X）（15640-055, Thermo Fisher Scientific Inc., USA） 

- RPMI-1640（L-グルタミン，フェノールレッド，HEPES含有）（189-02145, FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Corporation, Japan） 

- ヒト骨髄性白血病細胞株 HL-60（RIKEN Bio-Resource Center, Japan） 

- ヒト骨髄由来間葉系幹細胞株 UE7T-13（Japanese Collection of Research Bioresources, 

Japan） 

 

電極作製および誘電泳動用材料・試薬 

- 2-Propanol（166-04831, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Ltd., Japan） 

- Contaminon® AC（031-10381, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan） 

- ITO 膜付きガラス（スパッタ品）（0006, GEOMATEC Co., Ltd., Japan） 

- PET 基材薄手両面テープ（No.5603, NITTO DENKO CO., Japan） 

- スクロース（196-00015, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan） 
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- 免疫学的測定用ブロッキング試薬 N102（NOF CORPORATION., Japan） 

 

生存率評価用試薬 

- D-MEM（High Glucose）without L-Glutamine and Phenol Red（040-30095, FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Corporation, Japan） 

- Live-Dead Cell Staining Kit（#501-100, BioVision, Inc., USA） 

 

Real-time PCR 関連試薬 

- µltraAmp PCR Plates FastPlate 96（38800, Sorenson BioScience, Inc., USA） 

- QPCR Adhesive Clear Seals 4ti-0560（4titude, Ltd., UK） 

- ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（FSQ-301, TOYOBO CO., 

LTD., Japan） 

- RNeasy Micro Kit（74004, QIAGEN., Germany） 

- THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix（QPS-201, TOYOBO CO., LTD., Japan） 

 

器具・装置・ソフトウェア 

- Centrifuges 5424 R（Eppendorf AG, Germany） 

- Compact Water Quality Meter（B-771, HORIBA, Ltd., Japan） 

- ImageJ（National Institutes of Health, USA） 

- NanoDrop 2000（Thermo Fisher Scientific Inc., USA） 

- StepOneTM Real-Time PCR System（Thermo Fisher Scientific Inc., USA） 

- Thermal Cycler GeneQ TC-24/H（B）（Biochrom Corp., USA） 

- Waveform Generator 33500B Series（AGILENT TECHNOLOGIES, INC., USA） 

- アナログテスター CX-03（CUSTOM corporation, Japan） 
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- スピンコーター K-359S1（KYOWA RIKEN CO., LTD., Japan） 

- テーブルトップ冷却遠心機 2800（KUBOTA CORPORATION., Japan） 

- ワンセルカウンター（OC-C-S02, Fine Plus International Ltd. Japan） 

- 位相差・蛍光顕微鏡（IX5158F-3, Olympus Corporation, Japan） 

- 位相差顕微鏡（Motic AE31, Shimadzu RIKA Corporation, Japan） 

- 純水製造装置 オートスチル WG222（YAMATO SCIENTIFIC CO., LTD., Japan） 

- 真空プラズマ卓上タイプ YHS-R（SAKIGAKE-Semiconductor Co., Ltd., Japan）  
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3.2.2 細胞培養 

本研究では，ヒト骨髄由来間葉系幹細胞と同組織由来の前骨髄球のモデル細胞として

それぞれヒト骨髄由来間葉系幹細胞株 UE7T-13 とヒト前骨髄性白血病細胞株 HL-60 

を使用して実験をおこなった． 

UE7T-13 は，D-MEM（High Glucose）with L-Glutamine and Phenol Red（044-29765, 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan）に Fetal Bovine Serum（S1820-500, 

biowest, France）を 10%，PSN（100X）（15640-055, Thermo Fisher Scientific Inc., USA）

を 1% の割合になるように混合した培地で培養した．培地量は 100 mm/Tissue Culture 

Dish（3020-100, AGC TECHNO GLASS CO., LTD., Japan）に 10 mL 使用し，4 日に 1 度

の頻度で培地交換をおこなった．継代の際には，2 mL の Dulbecco’s PBS（-）（041-20211, 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan）で  2 度洗浄をした後に，0.5% 

Trypsin-EDTA（10X）（15400-054, Thermo Fisher Scientific Inc., USA）を 10 倍希釈して 

0.05% にした Trypsin-EDTA を 1.5 mL 加え，5 分間室温で静置した後，シャーレの底

を叩いて剥がした．そして，D-MEM（High Glucose）with L-Glutamine and Phenol Red を 

Trypsin-EDTA と同量の 1.5 mL 加えて Trypsin-EDTA の働きを阻害し，200 × g で 4 

分間遠心した後に上澄み液を培地に交換し 100 mm シャーレに，4 × 105 cells/dish とな

るよう，細胞を播種した． 

HL-60 は，RPMI-1640（L-グルタミン，フェノールレッド，HEPES 含有）（189-02145, 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan）に Fetal Bovine Serum を 10%，PSN を 

1% の割合になるように混合した培地で培養した．培地量は 100 mm Non-Treated Dish

（1020-100, AGC TECHNO GLASS CO., LTD., Japan）に 10 mL 使用し，4 日に 1 度の

頻度で継代をおこなった．継代の目安として，細胞数が 1 × 106 cells/mL 以上の濃度に

なっていることを判断基準とした．継代の際には，1.5：8.5 の割合になるよう細胞培養

液と新しい RPMI-1640（L-グルタミン，フェノールレッド，HEPES 含有）培地を混合
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し，100 mm シャーレ内で培養した． 

培養中の UE7T-13 と HL-60 の様子を図 3-2 に示した．両細胞とも，インキュベー

タ内の条件は 37°C，5% CO2 であった．細胞の凍結保存時には CELLBANKER® 1

（Nippon Zenyaku Kogyo Co., Ltd., Japan）を使用し，添付の説明書通りの方法で操作を

おこなった．凍結保存溶液内の細胞数は UE7T-13 と HL-60 の両細胞とも約 1 × 106 

cells/tube になるように調整した．UE7T-13 を凍結状態から起こす際には，1 × 106 

cells/tube の濃度でストックしてある  UE7T-13 を 37°C で温めた 10 mL の培養用 

D-MEM 培地で瞬時に溶かし，300 × g で 6 分間遠心した後に上清を新しい培養用 

D-MEM 培地に置換し，希釈せずにそのまま 100 mm シャーレに播種した．HL-60 を

凍結状態から起こす際には，1 × 106 cells/tube の濃度でストックしてある HL-60 を 

37°C で温めた 10 mL の培養用 RPMI-1640 培地で瞬時に溶かし，300 × g で 6 分間遠

心した後に上清を新しい培養用 RPMI-1640 培地に置換し，希釈せずにそのまま 60 mm 

シャーレに播種した．HL-60 は，培養を再開してから安定して増殖を始めるまで 2 週

間程度の時間を要する．それまでの間は，細胞濃度を高めに維持し Fetal Bovine Serum

は通常培養時の 2 倍量を培地に混ぜて使用した． 
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図  3-2  ヒト骨髄由来間葉系幹細胞株  UE7T-13 とヒト前骨髄性白血病細胞株 

HL-60 の培養時の顕微鏡画像． 

スケールバーは 100 μm である．本研究では，ヒト骨髄由来間葉系幹細胞と同組織由

来の前骨髄球のモデル細胞としてそれぞれヒト骨髄由来間葉系幹細胞株  UE7T-13

（Japanese Collection of Research Bioresources, Japan）とヒト骨髄性白血病細胞株 HL-60

（RIKEN Bio-Resource Center, Japan）を使用して実験をおこなった  
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3.2.3 誘電泳動準備 

誘電泳動をおこなう際には，専用の溶液に細胞を懸濁する必要がある．溶液の条件と

して必要なことは，導電率がなるべく低いこと，細胞との浸透圧差が小さいこと，細胞

の生存率に影響しないことが挙げられる．本研究では，誘電泳動中の細胞懸濁溶液とし

てスクロース（196-00015, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan）を純水に溶

解して調製した 250 mM のスクロース溶液を使用した．導電率を測定する際には，導

電率計 Compact Water Quality Meter（B-771, HORIBA, Ltd., Japan）を使用した．具体的

な誘電泳動の方法は後述の通りである． 

 

細胞の準備・導入 

ヒト前骨髄性白血病細胞株 HL-60 は浮遊細胞であるため優しくピペッティングを

して混合した後に培養していた 100 mm シャーレから直接採取した．UE7T-13 は継代

の操作と同じ手順を用いて剥がした．具体的には，100 mm シャーレ内の細胞を 2 mL 

の PBS（-）で 2 度洗浄し，PBS（-）を綺麗に取り除いた後で 0.05% に希釈した 0.5% 

Trypsin-EDTA（10X）（15400-054, Thermo Fisher Scientific Inc., USA）を 1.5 mL 加え 5 分

間室温において細胞を剥がした．そして，トリプシンの効果を停止させるため培養用 

D-MEM 培地を Trypsin-EDTA と同量である 1.5 mL 加え，200 × g で 4 分間遠心をお

こない上清を取り除いた後，1 mL の誘電泳動用 250 mM スクロース溶液に希釈するこ

とで洗浄し，再び 200 × g で 4 min 遠心をおこない上清を取り除いた．その後，誘電泳

動用スクロース溶液を加えて得られた細胞懸濁液をサンプルとした．Compact Water 

Quality Meter（B-771, HORIBA, Ltd., Japan）を用いて測定した誘電泳動用スクロース溶

液の導電率は 0.2 mS/m であった．続いて，流路の壁や床に細胞が付着してしまわない

ように予め免疫学的測定用ブロッキング試薬 N102（NOF CORPORATION., Japan）を 5 

倍希釈した溶液を誘電泳動デバイスの流路内に流し，約 10 分間室温で静置した．その
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後，N102 を流路の出口からキムワイプで吸い取りつつ，入口から誘電泳動用 250 mM 

スクロース溶液を流し入れ流路内の溶液を置換した．最後に，細胞懸濁液を流し入れた．

なお，組み立て前後の電極デバイス全体の概略図は図 2-3 にて既に記載した． 

 

電圧の印加と細胞の回収 

細胞と誘電泳動デバイスの用意ができた後，デバイスの ITO 電極に接続されている

リード線に Waveform Generator 33500B Series（AGILENT TECHNOLOGIES, INC., USA）

を繋いで交流電圧を印加した．電圧や周波数は各々の実験項目においてその都度最適条

件を検討し使用した．細胞を誘電泳動デバイスに注入する際や，デバイス内を洗浄する

際には，流路口の片一方からマイクロピペットで溶液を加えつつ，必要に応じて他方か

らはみ出た液をマイクロピペットで少しずつ吸い取るという方法を用いた． 
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3.2.4 誘電泳動デバイスにおける細胞の誘電泳動挙動の観察 

作製した誘電泳動デバイスにおける UE7T-13 と HL-60 の誘電泳動挙動を個別に調

べた．細胞を誘電泳動する際には，どちらの細胞も濃度が 1 × 107 cells/mL になるよう

に調製した．測定した周波数条件は，30 k, 50 k, 100 k, 300 k, 500 k, 1 M, 3 M, 5 M, 10 MHz 

であり，電圧と溶液導電率の条件はそれぞれ 20 V peak-to-peak（Vpp），0.2 mS/m であ

る．観察に使用したのは，位相差・蛍光顕微鏡（IX5158F-3, Olympus Corporation, Japan）

と位相差顕微鏡（Motic AE31, Shimadzu RIKA Corporation, Japan）である． 

次に，溶液の導電率と UE7T-13 の誘電泳動挙動にどのような関係性があるのかを，

前述した周波数条件と観察条件において調べた．導電率を調整する際には，誘電泳動用

溶液である 250 mM のスクロース溶液に Dulbecco’s PBS（-）を混合した．また，UE7T-13 

の細胞濃度と誘電泳動挙動の関係性に関しても，同様にして調査した． 

続いて，周波数に依存して誘電泳動力が変化することを確認するために，泳動をおこ

なった時の動画を使用して相対誘電泳動力を以下の式を参考に算出した 52． 

𝐹𝐷𝐸𝑃  =  
2𝑚𝑆

𝑡2    （3-1） 

（𝑚：粒子の質量，𝑆：粒子移動距離，𝑡：移動に要した時間） 

得られた結果は Tukey-Kramer 法によって統計検定した．  
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3.2.5 誘電泳動デバイスによる間葉系幹細胞の迅速分離 

3.2.5.1 誘電泳動による前骨髄球の除去 

第 2 章において作製した誘電泳動デバイスを使用して，HL-60 と UE7T-13 の混合

液から UE7T-13 を分離しデバイスの能力を評価した．初めに，分離時の状態を判断し

やすくするために両細胞をデバイスに注入する前に HL-60 のみ染色した．HL-60 の染

色は以下の手順でおこなった．培養中の 100 mm シャーレから培養液を 10 mL 全て取

り出し 15 mL 遠心管に入れ，200 × g で 4 分間遠心した後に，上清の培地のみを 9 mL 

取り除き，残りの 1 mL に細胞を再懸濁した．そして，懸濁液 1 mL に対して染色液

を 1 μL 入れて室温で 12 分間静置して染色をおこなった．染色液には Live-Dead Cell 

Staining Kit に含まれる Live-Dye を使用した．HL-60 の染色後に UE7T-13 と混合した

際には，UE7T-13 と HL-60 の細胞濃度はそれぞれ 1 × 107 cells/mLと 2 × 107 cells/mL

になるように調製した．UE7T-13 の分離時の周波数条件は，誘電泳動中の UE7T-13 と 

HL-60 がそれぞれ正の誘電泳動と負の誘電泳動を示すように最適化した．周波数条件

を最適化した結果，印加する交流電圧の周波数は 30 kHz に設定した．また，印加した

電圧は，5 Vpp であった．分離の際には，まず UE7T-13 と HL-60 の混合懸濁液をデ

バイスの流路内に注入し，交流電圧を印加して誘電泳動を生じさせて両細胞に正・負の

誘電泳動をおこない，誘電泳動を維持しながらマイクロピペットを使って流路中に水流

を発生させることで分離をおこなった．分離後の存在割合，濃縮率，回収率は 3 回の

実験結果をもとに算出した．分離時の様子は，位相差・蛍光顕微鏡（IX5158F-3, Olympus 

Corporation, Japan）および位相差顕微鏡（Motic AE31, Shimadzu RIKA Corporation, Japan）

で観察した． 
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3.2.5.2 プロトプラストモデルを用いる細胞泳動挙動のシミュレーション 

3.3.2.1 の結果より，UE7T-13 と HL-60 の混合液から UE7T-13 を分離することに成

功した．本実験では，両細胞を分離できた理由を考察するため，プロトプラストモデル

を使用し，HL-60 の誘電泳動挙動をシミュレーションした．一般的に，動物細胞は絶

縁性の脂質二分子膜に覆われた導電性の細胞質によって多層構造を有しており，電気的

に不均一な構造を有している．各層の境界には界面分極（Maxwell-Wagner 効果）が生

じているため，電気的に均一な粒子に比べ泳動挙動のシミュレーションが複雑になる．

単体の細胞の誘電泳動挙動をシミュレーションするための方法として，先行研究でしば

しば用いられているモデル化方法の 1 つにプロトプラストモデルがある． 

プロトプラストは，植物細胞や微生物の細胞壁を特殊な酵素で処理して分解すること

によって得られる非常に脆弱なバルーン様の粒子である．細胞壁を除去したことにより，

プロトプラストは導電性の溶液で充填されている細胞質が極めて薄い絶縁膜（脂質二分

子膜）により被覆された構造となっている．多くの動物細胞はプロトプラストに比べ強

度は高いものの，細胞壁を持たずプロトプラストと極めて類似した粒子構造を取るため，

動物細胞の誘電泳動現象の解析にはプロトプラストモデルが汎用されている．プロトプ

ラストモデルは厚みのある細胞壁を考慮しないため比較的計算が簡単であり，プロトプ

ラストを均一な粒子に近似した際の粒子の複素誘電率である有効複素誘電率は 𝜀𝑝
∗  を

以下のように表すことができる 5． 

𝜀𝑝
∗  =  𝑐𝑚𝑟  [

𝑗𝜔𝜏𝑐+1

𝑗𝜔(𝜏𝑚+ 𝜏𝑐)+1
]   ・・・（3-2） 

𝜏𝑚 =  

𝑐𝑚𝑟

𝜎𝑐
   ・・・（3-3） 

𝜏𝑐 =  

𝜀𝑐

𝜎𝑐
   ・・・（3-4） 

（各パラメータの意味は，図 3-3 を参照） 
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膜容量（membrane capacitance: 𝑐𝑚）とは，細胞外液と細胞内液を絶縁している細胞膜を

コンデンサと見立てた時の電気容量を表している．なお，モデル化したプロトプラスト

が示す誘電泳動挙動の周波数依存性を決定するためには，Clausius-Mossotti factor（CM 

因子）と呼ばれる 𝐾(𝜔) の実数部分の Re[𝐾(𝜔)] を求める必要があり，𝐾(𝜔) は以下

のように示すことができる 5． 

𝐾(𝜔) =  −
𝜔2(𝜏1𝜏𝑚−𝜏𝑐𝜏𝑚

∗ )+ 𝑗𝜔(𝜏𝑚
∗ − 𝜏1− 𝜏𝑚)−1

𝜔2(𝜏𝑐𝜏𝑚
∗ + 𝜏1𝜏𝑚) − 𝑗𝜔(𝜏𝑚

∗ +2𝜏1+ 𝜏𝑚)−2
   ・・・（3-5） 

𝜏1  =  

𝜀𝑚

𝜎𝑚
   ・・・（3-6） 

𝜏𝑚
∗ =  

𝑐𝑚𝑟

𝜎𝑚
   ・・・（3-7） 

（各パラメータの意味は，図 3-3 を参照） 

本研究で使用した UE7T-13 と HL-60 のプロトプラストモデルによる誘電泳動挙動

のシミュレーションには，表 3-1 に示す値を使用した．接着培養である UE7T-13 は線

維芽細胞様の形態をしており，浮遊細胞である HL-60 は血球系細胞であるため，両細

胞の物性値はそれぞれ先行研究にてヒト非腫瘍形成乳腺上皮細胞株 MCF10A53–56 とヒ

ト白血病 T リンパ芽球細胞株 Jurkat 53,54 のプロトプラストモデルに使用されていた

物性値を参考に設定した．細胞半径は，UE7T-13 と HL-60 が浮遊している際の顕微鏡

画像からオープンソースの画像処理ソフトウェアである ImageJ（National Institutes of 

Health, USA）を使用して細胞の周囲の長さを 20 細胞分計測し，半径の平均値を計算

することによって求めた．なお，プロトプラストモデルは溶液中に漂う 1 つの細胞に

適用できるが，実際の溶液中にはたくさんの細胞が浮遊しており，細胞周囲の溶液環境

が均質ではないはずである．そこで，本研究では溶液中の細胞濃度が溶液導電率にどの

ような影響を及ぼすのか実際に測定し，プロトプラストモデル式に適用した．回帰直線

は最小二乗法を使用して求め，決定係数 R2 は 
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𝑅2  =  1 −   

∑ (𝑦𝑖 − 𝑓𝑖)2
𝑖

∑ (𝑦𝑖 − 𝑦̅𝑖)2
𝑖

   ・・・（3-8） 

より求めた．ここで 𝑦𝑖，𝑓𝑖，𝑦̅𝑖  はそれぞれ実測値，回帰直線による推定値，実測値

の平均を表す．誘電泳動用の細胞懸濁溶液である 250 mM スクロース溶液の導電率は，

導電率計 Compact Water Quality Meter（B-771, HORIBA, Ltd., Japan）を使用して測定し，

真空の誘電率は 8.85 × 10-12 F/m とした． 
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図 3-3  プロトプラストモデルにおける各変数． 

 

 

 

 

 

 

表 3-1  プロトプラストモデルによる誘電泳動挙動予測に使用した物性値 

対象の細胞 
物性値を 

参考にした細胞株 

細胞半径 

（μm） 

細胞膜容量 

（F/m2） 

細胞質 

比誘電率 

細胞質導電率 

（S/m） 

HL-60 Jurkat 5.65 0.005 67  0.32 

UE7T-13 MCF10A 9.12 0.019 60  0.91 
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3.2.5.3 誘電泳動後の細胞培養と Live-Dead 染色 

間葉系幹細胞を分離する上で，分離前後に細胞の生存率が変化しないことは重要であ

る．作製した誘電泳動デバイスが UE7T-13 の生死に与える影響を調査するため，正の

誘電泳動後の UE7T-13 に対して Live-Dead Cell Staining Kit（#501-100, BioVision, Inc., 

USA）を用いて生存率を調べた． 

生存率の測定は以下の手順でおこなった．自作した誘電泳動デバイス上で間葉系幹細

胞を分離するのに必要な時間である 5 分間の正の誘電泳動を UE7T-13 に対しておこ

なった．周波数，電圧条件はそれぞれ 100 kHz，7.5 Vpp とした．続いて細胞懸濁液を

少しずつ 250 mM スクロース溶液から D-MEM（High Glucose）with L-Glutamine and 

Phenol Red（044-29765, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan）培地に置換し

た．その後，デバイスを 100 mm ディッシュに満たした D-MEM 培地に浸し 2 時間 

37°C，5% CO2 濃度のインキュベータ内で細胞を伸展させた．細胞が増殖を始めてしま

うと正確な生存率を評価することが難しくなるため，細胞の伸展が終わった直後である

インキュベート  2 時間後に  Live-Dead 染色をおこなった．染色時は，キット中の 

Solution A（1 mM Live-Dye）と Solution B（1mg/mL PI）の終濃度がそれぞれ 1 µL/mL に

なるように D-MEM（High Glucose）without L-Glutamine and Phenol Red（040-30095, 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan）に加えた溶液を誘電泳動デバイスの流

路中に満たし，15 分間室温でインキュベートした．細胞の生存率は， 

1 − 
インキュベート後に Live − Dead 染色した際に死んでいた細胞数

インキュベート直前に観察した細胞数
 

を計算して求めた．染色結果は位相差・蛍光顕微鏡（IX5158F-3, Olympus Corporation, 

Japan）で観察した． 

次に，長時間の誘電泳動が細胞に与える影響を調査するため，UE7T-13 のみを使用

して 1 時間の正の誘電泳動後の生存率を同様にして確認した．UE7T-13 が正の誘電泳
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動挙動を示し鋸型電極のラインの上に細胞が集まるように周波数，電圧条件はそれぞれ 

250 kHz，20 Vpp とした．UE7T-13 の懸濁液は，誘電泳動用溶液である 250 mM スク

ロース溶液中に Live-Dead Cell Staining Kit の Solution A（1 mM Live-Dye）と Solution B

（1mg/mL PI）の終濃度がそれぞれ 1 µL/mL になるように混合した溶液を使用した．サ

ンプルは，1.5 mL エッペンチューブの中で静置したもの，デバイスに流し入れ誘電泳

動をおこなわなかったもの，デバイスに流し入れ誘電泳動をおこなったものの 3 つの

条件に分け，各条件は  1 時間維持した．その後，染色結果は位相差・蛍光顕微鏡

（IX5158F-3, Olympus Corporation, Japan）で観察した．本実験では，全て 3 回の試行を

もとに評価をおこなった． 
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3.2.5.4 Real-time PCR を用いる遺伝子発現量の評価 

間葉系幹細胞を分離する上で，分離前後に細胞の性質は変化しないことが望ましい．

作製したデバイス内における誘電泳動が UE7T-13 の遺伝子発現量に与える影響を，

real-time PCR を用いて調査した．初めに，細胞の分離に必要な時間である 5 分間，30 

kHz（負の誘電泳動）と 250 kHz（正の誘電泳動）の周波数で 10 Vpp の交流電圧を使

用して誘電泳動をおこなった．また，長時間の誘電泳動が遺伝子発現量に与える影響も

調べるため，1 時間，250 kHz（正の誘電泳動）の周波数で 20 Vpp の交流電圧を使用

して誘電泳動をおこなったサンプルも用意した．評価に使用したサンプルは，いずれも

誘電泳動用溶液として 250 mM スクロース溶液を使用した． 

 

プライマーの設計 

実験に使用した real-time PCR 用のプライマーは，National Center for Biotechnology 

Information（NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）で公開されている塩基配列情報を元に

設計した．本実験で用いた遺伝子のプライマー配列情報と参考にしたデータベースへの 

Accession No. は表 3-2 に示した．プライマー設計の際には，ゲノム DNA のコンタミ

ネーションによる遺伝子の非特異増幅を防ぐため，増幅予定の配列が可能な限りイント

ロン部分をまたぐように設定し，オンライン上のプライマー設計ソフト Primer3web

（http://bioinfo.ut.ee/primer3/）を用いて候補配列を列挙した．ソフトウェア上のプライ

マー配列選抜に関する条件設定には，市販の参考書を参考にした 55．候補配列の絞り込

みには，NCBI が提供する Primer-BLAST（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/）

を使用してターゲット以外の配列に非特異結合しないかどうかを検討した．本実験で遺

伝子発現量を評価した遺伝子は，runt-related transcription factor 2（RUNX2），peroxisome 

proliferator-activated receptor γ（PPARγ），nestin（NES），adhesion G protein-coupled receptor 

E5（ADGRE5）の 4 つの遺伝子であり，それぞれ骨芽細胞分化マーカー，脂肪細胞分
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化マーカー，神経細胞分化マーカー，物理刺激応答遺伝子として用意した． 

 

RNA 抽出 

誘電泳動後の細胞の RNA 抽出には RNeasy Micro Kit（74004, QIAGEN., Germany）

を使用し，抽出操作はキットのプロトコルに従って次のようにおこなった．まず，マイ

クロピペットを使用して誘電泳動デバイスから回収した細胞懸濁液に RNeasy Micro 

Kit 中の Buffer RLT 75 µL を加え，細胞を効率よく破砕するために 1 分間ボルテック

スによってホモジナイズした．次に，エタノールを蒸留水で希釈し調製した 70% エタ

ノールを，Buffer RLT と同容量の 75 µL ライセートに添加しピペットでよく混和した．

そして形成した沈殿物を含むサンプル全てを素早くキット付属の RNeasy MinElute 

Spin Column にアプライし，Centrifuges 5424 R（Eppendorf AG, Germany）で 10000 rpm，

15 秒以上遠心してろ液を捨てた．続いて，700 µL のキット付属 Buffer RW1 を添加し

て 10000 rpm で 15 秒遠心操作し，ろ液とコレクションチューブを捨てた．その後 

RNeasy MinElute Spin Column を新しい 2 mL コレクションチューブにセットし，Buffer 

RPE 500 µL を添加してから 10000 rpm で 15 秒間遠心した．次に，RNeasy MinElute 

Spin Column に RNase フリー水でエタノールを希釈して調製した 80% エタノールを 

500 µL 加え，10000 rpm で 2 分間遠心した．遠心が終わったら，RNeasy MinElute Spin 

Column を新しい 2 mL コレクションチューブにセットし，スピンカラムの蓋を開けた

状態を保ったまま 15000 rpm で 5 分間遠心し乾燥させた．最後に，RNeasy MinElute 

Spin Column を新しい 1.5 mL コレクションチューブにセットし，RNase フリー水 14 

µL をスピンカラム・メンブレンの中央に直接添加し，15000 rpm で 1 分間遠心し，ろ

液である RNA 溶液を回収した．回収した RNA 溶液の濃度は NanoDrop 2000（Thermo 

Fisher Scientific Inc., USA）にて測定した．測定の際には，NanoDrop 2000 付属のソフト

ウェアを用いて値を算出し Abs260/Abs280 の値によって RNA の純度・品質が十分で
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あると判断した． 

 

cDNA 逆転写 

抽出した RNA 溶液の濃度を任意に希釈した後，RNA をテンプレートとする cDNA 

の逆転写反応をおこなった．使用したキットは，ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with 

gDNA Remover（FSQ-301, TOYOBO CO., LTD., Japan）であり，操作は付属のプロトコル

に従い次のようにおこなった．まず，対象の  RNA 溶液を  Thermal Cycler GeneQ 

TC-24/H（B）（Biochrom Corp., USA）で 65°C まで加熱し 5 分間静置した後氷上にて

急冷し，RNA の高次構造形成を抑制した．続いて，6 µL の RNA 溶液に対してキット

付属の 4×DN Master Mix（gDNA Remover 添加済み）を 2 μL 加えた後，Thermal Cycler 

GeneQ TC-24/H（B）を使って 37°C で 5 分間インキュベートすることでゲノム DNA 

を選択的に分解した．最後に，5×RT Master Mix II を 2 μL 加え，サーマルサイクラー

を使用し 37°C で 15 分，50°C で 5 分，98°C で 5 分間の温度条件で逆転写反応を

進行させた． 

 

Real-time PCR 

Real-time PCR の基本的な操作は THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix（QPS-201, 

TOYOBO CO., LTD., Japan）付属のプロトコル通りにおこなった．初めに，滅菌水 5.6 

μL/well，THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix 10 μL/well，50×ROX reference dye 0.4 μL/well 

を，96 well plate 上の使用 well 数よりも多めの量で調製しマスターミックスとした．

続いて，マスターミックスをプライマーの数だけ分注し，各チューブに 6 μM のフォ

ワードプライマーとリバースプライマーをそれぞれ 1 μL/well になるように加えた．そ

の後，調製した溶液を µltraAmp PCR Plates FastPlate 96（38800, Sorenson BioScience, Inc., 

USA）の 96 well の中に 18 μL/well となるようアプライし，各 well に 0.5 ng/μL の 
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cDNA テンプレートを 2 μL ずつ加え，反応液が計 20 μL/well になるよう調製した．

続いて，96 well のプレートの上から隙間ができないよう注意深く QPCR Adhesive Clear 

Seals 4ti-0560（4titude, Ltd., UK）を用いてシーリングした後，StepOne™ Real-Time PCR 

System（Thermo Fisher Scientific Inc., USA）に挿入して PCR 反応中の蛍光強度測定をお

こなった．PCR 反応時の条件は，初めに 95°C の温度を 10 分間保った後，95°C で 15 

秒，60°C で 1 分の核酸伸長反応を 40 サイクルおこなった．さらに，PCR 反応後に

増幅産物の融解曲線を作成するために 15 秒間 95°C にした後 60°C を 1 分間保ち，

温度を徐々に 95°C まで上昇させるという工程を加えた．得られた real-time PCR 結果

の解析は，StepOnePlusTM 付属のソフトウェアを用いて相対定量法の 1 種である ΔΔCt 

法を利用して計算した．統計検定には，Tukey-Kramer 法を使用した． 
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表 3-2  使用したプライマー配列と Accession No. の一覧 

遺伝子名 プライマー配列 Accession No. 

RUNX2 

（F） CACTGGCGCTGCAACAAGA NM_001278478 

NM_001015051 

NM_001024630 （R） CATGACAGTAACCACAGTCCCATC 

PPARγ 

（F） CAAGAAGACGGAGACAGACATGAG 
NM_138712 

NM_015869 

NM_138711 

NM_005037 
（R） ACTGGAAGAAGGGAAATGTTGG 

NES 
（F） CAACGTACACCCCGATCCT 

NM_006617 
（R） AGAACCCAACTCCTCCTGCTC 

ADGRE5 
（F） TGTGGTGCGCGTGTTCCAA 

NM_001784 
（R） TGCTCAAAGTCCAACCAGCAGTATC 

GAPDH 

（F） AGCAAGAGCACAAGAGGAAGAGA 
NM_002046 

NM_001289745 

NM_001289746 

NM_001256799 
（R） GAGGGGAGATTCAGTGTGGTG 
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3.3 結果と考察 

3.3.1 誘電泳動デバイスにおける細胞の誘電泳動挙動の観察 

図 3-4 には，作製した誘電泳動デバイス内で様々な周波数において実際に HL-60 と 

UE7T-13 を個別に泳動した時の様子を示し，表 3-3 にはその結果をまとめた．本観察

結果から，HL-60 は 100 kHz から 300 kHz の間に誘電泳動挙動が負から正に移り変わ

り，UE7T-13 は 50 kHz から 100 kHz の間に誘電泳動挙動が負から正に移り変わった

ことがわかった．以上より，両細胞の泳動挙動は同じ周波数で誘電泳動をおこなった条

件でも異なっていることがわかった． 

次に，溶液の導電率と UE7T-13 の誘電泳動挙動にどのような関係性があるのかを，

前述した周波数条件と観察条件を使用して調べた結果を表 3-4 に示した．表 3-4 より，

誘電泳動溶液の導電率が高くなると，負の誘電泳動がより高い周波数帯で観察されるよ

うになった．なお，導電率が 30 mS/m を超えると細胞の泳動挙動は極端に遅くなった．

また，UE7T-13 の細胞濃度と誘電泳動挙動の関係性に関して調査した結果を表 3-5 に

示した．表 3-5 より，誘電泳動溶液中の細胞濃度が高くなると，負の誘電泳動がより

高い周波数帯で観察されるようになった． 

続いて，誘電泳動時の動画から算出された UE7T-13 の様々な周波数時における誘電

泳動力を 図 3-5 に示した．本結果より，周波数は低周波数側から 1000 kHz に近づく

に連れ相対誘電泳動力が高くなり，10 MHz になると再び低くなる性質があることがわ

かった． 
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図 3-4  様々な周波数における HL-60 と UE7T-13 の泳動の様子． 

100 kHz の周波数において，HL-60 と UE7T-13 は異なる誘電泳動挙動を示した．使

用した電圧は 20 Vpp であり，スケールバーは 100 μm である． 

 

 

表 3-3  様々な周波数における HL-60 と UE7T-13 の泳動挙動（20 Vpp）． 

細胞種 
周波数（Hz） 

30 k 50 k 100 k 300 k 500 k 1 M 3 M 5 M 10 M 

UE7T-13 負 負 正 正 正 正 正 正 正 

HL-60 負 負 負 正 正 正 正 正 正 

負：負の誘電泳動，正：正の誘電泳動． 
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表 3-4  溶液の導電率と UE7T-13 の誘電泳動挙動（電圧：20 Vpp，細胞濃度：1 × 107 

cells/mL）． 

溶液導電率 

（mS/m） 

周波数（Hz） 

30 k 50 k 100 k 300 k 500 k 1 M 3 M 5 M 10 M 

1 負 負 正 正 正 正 正 正 正 

15 負 負 － 正 正 正 正 正 正 

30 負 負 負 － 正 正 正 正 正 

負：負の誘電泳動，正：正の誘電泳動，－：正負のどちらでもない場合． 

 

 

 

 

表 3-5  UE7T-13 の細胞濃度と誘電泳動挙動（電圧：20 Vpp，溶液導電率：0.2 mS/m）． 

細胞濃度 

（cells/mL） 

周波数（Hz） 

30 k 50 k 100 k 300 k 500 k 1 M 3 M 5 M 10 M 

2.5 × 106 負 － 正 正 正 正 正 正 正 

1 × 107 負 負 正 正 正 正 正 正 正 

2 × 107 負 負 － 正 正 正 正 正 正 

4 × 107 負 負 負 － 正 正 正 正 正 

負：負の誘電泳動，正：正の誘電泳動，－：正負のどちらでもない場合． 
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図 3-5  様々な周波数における UE7T-13 の相対誘電泳動力． 
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3.3.2 誘電泳動デバイスによる間葉系幹細胞の迅速分離 

3.3.2.1 細胞分離後の細胞の存在割合，濃縮率，回収率の評価 

本研究で作製した間葉系幹細胞分離用の誘電泳動デバイスの性能を評価するため，ヒ

ト骨髄由来間葉系幹細胞と同組織由来の前骨髄球のモデル細胞としてそれぞれヒト骨

髄由来間葉系幹細胞株 UE7T-13 とヒト前骨髄性白血病細胞株 HL-60 を使用して誘電

泳動実験をおこなった．まず，UE7T-13 と HL-60 の混合細胞溶液を流路に流し，静置

させた時の様子を図 3-6A に示す．続いて，細胞の混合溶液の入ったデバイスに電圧を

印加し UE7T-13，HL-60 にそれぞれ正の誘電泳動，負の誘電泳動をかけた時の様子が

図 3-6B である．比較的細胞サイズが大きい UE7T-13 が鋸型電極上に多く集まってい

るのに対し，比較的細胞サイズが小さく緑色に蛍光染色された HL-60 は鋸型電極の間

に集まっていることが分かる．図 3-6Cには，誘電泳動を維持した状態のまま，デバイ

ス内に水流を加え負の誘電泳動がかかっている HL-60 のみを選択的に流路外へ流し

出し UE7T-13 を分離した時の様子を示した．細胞を流路内に導入してから分離が終わ

るまでの時間はおよそ 5 分程度であり，細胞をデバイスに注入する前の細胞懸濁液の

置換を含めた全行程も 40 分以内に完了することができた．本分離を 3 度おこない解

析した結果，分離前の UE7T-13 の存在割合が 33.3 % であったのに対し，分離後の 

UE7T-13 の存在割合は 83.5 ± 7.1% に高められた（図 3-7）．なお，（分離後の存在割合）

/（分離前の存在割合）の計算によって算出した濃縮率は 2.3 倍であった．また，UE7T-13 

の回収率は 29.1 ± 4.1% であった． 

分離時に使用した 30 kHz の周波数は，3.3.1 で UE7T-13 と HL-60 に対して個別に

誘電泳動挙動の確認をしたときに両細胞が異なる泳動挙動を示していた 100 kHz の周

波数と異なっていた．溶液条件が同様であったにも関わらず UE7T-13 の泳動結果に違

いが生じた原因は，細胞泳動挙動観察時には印加した電圧が分離実験時に比べ高かった

ために交流電気運動流（AC electro-kinetic flow）が生じ，泳動結果に影響していた可能
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性がある 56,57． 

本誘電泳動デバイスでは，分離後の UE7T-13 の存在割合を高めることに成功したが，

UE7T-13 の回収率は 29.1 ± 4.1% であり，回収率を上げることが課題となっている．現

在，本デバイスへの細胞と溶液の導入は，マイクロピペットを用いて手動でおこなって

いる．そのため，分離操作において負の誘電泳動が生じている HL-60 と一緒に一部の 

UE7T-13 も流路外に流れ出てしまっている．今後，本デバイスでは，ポリジメチルシ

ロキサン（Polydimethylsiloxane: PDMS）を使用した流路を組み込みシリンジポンプによ

る精密な送液をおこなうことで UE7T-13 の回収率を改善できる可能性がある． 

実際に骨髄から抽出する骨髄液には赤血球系の細胞，リンパ球系の細胞，造血幹細胞，

骨髄脂肪組織，支持性間質細胞などのたくさんの種類の細胞が含まれていることが想定

される．したがって，1 度の誘電泳動では目的の間葉系幹細胞を分離できない可能性が

ある．しかし，周波数条件を最適化し誘電泳動を複数回に渡っておこなうことで，実際

の生体サンプルを想定とした複数細胞種の混合液からの単一細胞分離も可能であると

考えている．また，臨床で使用される密度勾配遠心分離法は細胞のサイズや密度によっ

て細胞を分離するのに対し，誘電泳動は細胞の膜容量などの電気的な性質による分離基

準を有しているため，密度勾配遠心分離法と組み合わせて使用することで，より高い分

離効率が実現できる可能性がある． 
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図 3-6  UE7T-13 と HL-60 の細胞混合溶液から UE7T-13 を分離した時の様子． 

（A）UE7T-13 と HL-60 の細胞混合溶液を流路に流し，静置したときの様子．（B）

細胞混合溶液に 30 kHz で誘電泳動したときの様子．（C）負の誘電泳動がかかっている 

HL-60 を選択的に流路外へ流し出し UE7T-13 を分離したときの様子．誘電泳動条件は，

5 Vpp であった．細胞の判断を容易にするため HL-60 のみに緑色蛍光染色をおこなっ

た．スケールバーは 100 μm である． 
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図 3-7  誘電泳動デバイスによる分離前後の UE7T-13 と HL-60の存在率． 

  



79 

 

3.3.2.2 プロトプラストモデルを用いる細胞泳動挙動の考察 

3.3.2.1 では，UE7T-13 と HL-60 の混合液から UE7T-13 を分離することに成功した．

本実験では，両細胞を分離できた理由を考察するため，プロトプラストモデルを使用し

て UE7T-13 と HL-60 の誘電泳動挙動をシミュレーションした．プロトプラストモデ

ルは溶液中に漂う単体の細胞対して適用できるが，実際の溶液中には多くの細胞が浮遊

しており，細胞濃度に依存して溶媒の電気的特性が変化する可能性が高いため，プロト

プラストモデルの式（3-6，3-7）の溶液導電率 𝜎𝑚 の補正が必要であると考える．そこ

で，本研究では誘電泳動用のスクロース溶液中の細胞濃度が溶液導電率にどのように影

響するか導電率計を使用して実際に測定した（図 3-8）．その結果，UE7T-13 と HL-60 

の懸濁液の導電率は細胞濃度の上昇によって増大し，それぞれ図 3-8 に示す線形近似

式で表されることがわかった．以上の結果をもとに，本実験系における細胞濃度条件を

プロトプラストモデルに適用した．以下のシミュレーション結果では，両細胞とも 1 × 

107 cells/mL の細胞濃度に設定し，UE7T-13 と HL-60 の導電率はそれぞれ図 3-8 に示

した 𝑦 = 1 × 10−6 𝑥 + 1.3196 と 𝑦 = 2 × 10−6 𝑥 + 0.6087 に代入することで，11.32 

mS/m，2.61 mS/m として算出された． 

3.2.5.2 で述べたとおり，プロトプラストモデルを用いた時の  Clausius-Mossotti 

factor（CM 因子）である 𝐾(𝜔) は以下のように表すことができる． 

𝐾(𝜔) =  −
𝜔2(𝜏1𝜏𝑚−𝜏𝑐𝜏𝑚

∗ )+ 𝑗𝜔(𝜏𝑚
∗ − 𝜏1− 𝜏𝑚)−1

𝜔2(𝜏𝑐𝜏𝑚
∗ + 𝜏1𝜏𝑚) − 𝑗𝜔(𝜏𝑚

∗ +2𝜏1+ 𝜏𝑚)−2
   ・・・（3-5） 

𝜏1  =  

𝜀𝑚

𝜎𝑚
   ・・・（3-6） 

𝜏𝑚
∗ =  

𝑐𝑚𝑟

𝜎𝑚
   ・・・（3-7） 

（各パラメータの意味は，図 3 3 を参照） 

CM 因子の実部である Re[𝐾(𝜔)] は，誘電泳動力の式中で誘電泳動の方向性を決める
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上で特に重要な指標であり，正の値をとるとき粒子は正の誘電泳動，負の値をとるとき

粒子は負の誘電泳動を示す．図 3-9 には，UE7T-13 と HL-60 のプロトプラストモデ

ルの計算結果より，CM 因子と各周波数の関係性をグラフ化したものを示した．図 3-9 

においてわかることは，本研究で取り扱った UE7T-13 と HL-60 は，低周波数帯では

負の誘電泳動を示し，周波数が高くなるにつれ正の誘電泳動に切り替わるが，さらに周

波数が上がると再び高周波数帯で負の誘電泳動を示すという傾向である．したがって，

HL-60 はプロトプラストモデルを使用して今回計算をおこなった周波数の範囲内では，

2 度正と負の誘泳動が切り替わるポイントを有していると言える．誘電泳動の正負が切

り替わる周波数を交差周波数と呼ぶ．以後，低周波数帯と高周波数帯の交差周波数をそ

れぞれ交差周波数（低），交差周波数（高）と称する．3.3.2.1 の結果から，本実験で 

UE7T-13 と HL-60 を分離できたのは，交差周波数（低）の周波数の違いを利用したか

らであると考えられる．なぜなら，周波数が高くなるにつれて負の誘電泳動から正の誘

電泳動に変わる交差周波数で分離をおこなったからである． 

HL-60 のシミュレーションに使用した変数である溶液導電率，膜容量，細胞質誘電

率，溶液誘電率，細胞質導電率，細胞半径がそれぞれ増減したときにどのような泳動挙

動の変化が生じるかを確認し，図 3-10 ～ 図 3-15 に示した．図 3-10 には，HL-60 の

プロトプラストモデルにおいて計算結果中の溶液導電率を増加もしくは減少させた場

合の CM 因子を各周波数でグラフ化したものを示した．図 3-10 からは，細胞をとり

まく溶液の導電率が 10 倍高くなると交差周波数（低）が高くなり，CM 因子の最大値

がわずかに減少することが分かり，導電率が 10 倍低くなると交差周波数（低）が低く

なることがわかった．図 3-11 には，HL-60 のプロトプラストモデルにおいて計算結果

中の細胞の膜容量を増加もしくは減少させた場合の CM 因子を各周波数でグラフ化し

たものを示した．図 3-11 からは，細胞の膜容量が 10 倍高くなると交差周波数（低）

が低くなり CM 因子の最大値がわずかに上昇することがわかった．また，膜容量が 10 
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倍低くなると交差周波数（低）が高くなり CM 因子の最大値が低下することがわかっ

た．図 3-12 には，HL-60 のプロトプラストモデルにおいて計算結果中の細胞質誘電率

を増加もしくは減少させた場合の CM 因子を各周波数でグラフ化したものを示した．

図 3-12 からは，細胞質誘電率が 10 高くなると交差周波数（高）がわずかに高くなり

高周波数帯での CM 因子が 0 に近づくことがわかった．一方で細胞質誘電率が 10 低

くなると交差周波数（高）がわずかに低くなり高周波数帯での CM 因子がより小さく

なることがわかった．図 3-13 には，HL-60 のプロトプラストモデルにおいて計算結果

中の溶液誘電率を増加もしくは減少させた場合の CM 因子を各周波数でグラフ化した

ものを示した．図 3-13 からは，溶液誘電率が 10 高くなると交差周波数（高）がわず

かに低くなり高周波数帯での CM 因子がより小さくなることがわかった．また，細胞

質誘電率が 10 低くなると交差周波数（高）がわずかに高くなり高周波数帯での CM 因

子が 0 に近づくことがわかった．図 3-14 には，HL-60 のプロトプラストモデルにお

いて計算結果中の細胞質導電率を増加もしくは減少させた場合の CM 因子を各周波数

でグラフ化したものを示した．図 3-14 からは，細胞質導電率が 10 倍高くなると交差

周波数（高）が高くなり，一方で導電率が 10 倍低くなると交差周波数（高）が低くな

り CM 因子の最大値が低下することがわかった．図 3-15 には，HL-60 のプロトプラ

ストモデルにおいて計算結果中の細胞半径を増加もしくは減少させた場合の CM 因子

を各周波数でグラフ化したものを示した．図 3-15 からは，細胞半径が 10 倍高くなる

と交差周波数（低）が低くなり CM 因子の最大値がわずかに上昇することがわかった．

また，細胞半径が 10 倍低くなると交差周波数（低）が高くなり CM 因子の最大値が

低下することがわかった． 

以上の結果より，3.3.2.1 の実験で交差周波数（低）の差を利用して HL-60 と UE7T-13 

を分離することができたのは，交差周波数（低）に影響を与える細胞の膜容量と細胞半

径の違いによると考えられる．なお，溶液の導電率も交差周波数（低）に影響を与える
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要因の 1 つであったが，分離時にどちらの細胞も同じ導電率の溶液中に存在している

ため分離が可能であるための要因にはならない． 
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図 3-8  溶液導電率の細胞濃度依存性． 

 

 

 

図 3-9  HL-60 と UE7T-13 の各周波数における CM 因子． 
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図 3-10  溶液導電率の増減に伴って変化する各周波数における CM 因子のシミュ

レーション． 

 

 

 

図 3-11  膜容量の増減に伴って変化する各周波数における CM 因子のシミュレー

ション． 
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図 3-12  細胞質誘電率の増減に伴って変化する各周波数における CM 因子のシミ

ュレーション． 

 

 

図 3-13  溶液誘電率の増減に伴って変化する各周波数における CM 因子のシミュ

レーション． 
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図 3-14  細胞質導電率の増減に伴って変化する各周波数における CM 因子のシミ

ュレーション． 

 

 

 

図 3-15  細胞半径の増減に伴って変化する各周波数における CM 因子のシミュレ

ーション．  
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3.3.2.3 誘電泳動後の間葉系幹細胞の接着挙動と生存率の評価 

UE7T-13 の分離時に要した 5 分間誘電泳動が，細胞の伸展能と生存率に与える影響

を以下の手順で評価した．まず，7.5 Vpp，100 kHz（正の誘電泳動）の条件で 5 分間誘

電泳動をおこなった．その後，誘電泳動用スクロース溶液を培地に置換して 2 時間 5% 

CO2，37°C 条件下で静置した後に UE7T-13 の伸展を顕微鏡で観察し Live-Dead 染色

をおこなった．次に，UE7T-13 の分離時よりも長時間である 1 時間の誘電泳動が細胞

の生存率に与える影響を評価するため，UE7T-13 に 20 Vpp，250 kHz（正の誘電泳動）

の条件で誘電泳動をおこなった後に Live-Dead 染色をおこなった．サンプルは，1.5 mL 

エッペンチューブの中で静置したもの，デバイスに流し入れ誘電泳動をおこなわなかっ

たもの，デバイスに流し入れ誘電泳動をおこなったものの 3 種の条件に分けて用意し

た． 

図 3-16 には，UE7T-13 を流路に注入して 5 分間誘電泳動を加え，2 時間インキュ

ベートした後に Live-Dead 染色した時の様子を示した．図 3-16A-F より，誘電泳動後

も UE7T-13 は伸展能を有していることがわかる．図 3-16G では，生細胞と死細胞が

それぞれ緑と赤の蛍光色素で染色されている．染色結果から生存率を計算したところ，

細胞は 5 分間の正の誘電泳動後に 90.1 ± 3.5% の高い生存率を維持していることがわ

かった（図 3-16H）．したがって，細胞の分離時にもほとんど細胞の生存率に影響がな

いと考えられる．また，図 3-17 には UE7T-13 に 1 時間正の誘電泳動をおこなった後

の Live-Dead 染色の結果を示した．細胞はスクロースに懸濁し 1 時間静置した場所が 

1.5 mL エッペンチューブ内であっても誘電泳動デバイス内であっても 9 割以上の生

存率を維持しており，誘電泳動デバイス自体に細胞毒性がないことがわかった．また，

1 時間の正の誘電泳動後の生存率を，（誘電泳動後のサンプルの生存率 74.1%）/（デバ

イス内で静置したサンプルの生存率 92.4%）で計算したところ，80.2% の生存率を有

していることがわかった．したがって，細胞は 1 時間の正の誘電泳動後でも高い生存
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率を有していた．なお，生存率は 3 回の実験結果より算出した．  
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図 3-16  UE7T-13 に対して 5 分間正の誘電泳動をおこない，2 時間インキュベー

トした後の Live-Dead 染色と細胞生存率． 

（A）流路に UE7T-13 を流し入れた直後の様子．（B）正の誘電泳動をかけた後の様

子．（C）インキュベータに入れた直後，（D）インキュベート中，（E）インキュベータ

から取り出す直前の様子．（F）インキュベータから取り出した直後の様子．（G）Live-Dead 

染色後の様子．緑：生細胞，赤：死細胞．（H）定量的に評価した生存率のグラフ．  
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図  3-17  UE7T-13 に  1 時間  250 kHz で正の誘電泳動をおこなった後の 

Live-Dead 染色と細胞生存率． 

（A）1.5 mL チューブ内で 1 時間インキュベートしたサンプルと，（B）デバイス内

に導入し誘電泳動をおこなわずに 1 時間インキュベートしたサンプルと，（C）デバイ

ス内に導入し誘電泳動を 1 時間おこなったサンプルの Live-Dead 染色結果．緑：生細

胞，赤：死細胞．（D）Live-Dead 染色結果を元に作成した生存率のグラフ． 
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3.3.2.4 誘電泳動後の間葉系幹細胞の遺伝子発現量の評価 

本研究で作製したデバイス内における誘電泳動が  UE7T-13 の遺伝子発現量に与え

る影響を，real-time PCR を用いて調査した．評価対象とする遺伝子には骨芽細胞分化

マーカーとして runt-related transcription factor 2（RUNX2），神経細胞分化マーカーとし

て nestin（NES），脂肪細胞分化マーカーとして peroxisome proliferator-activated receptor γ

（PPARγ），物理刺激応答遺伝子として adhesion G protein-coupled receptor E5（ADGRE5）

の 4 つを選択した．RUNX2 は，骨芽細胞へ分化する際に徐々に遺伝子発現量が上昇す

る転写因子の遺伝子であり，骨芽細胞分化マーカーとして知られている．PPARγ は脂

肪細胞分化時に発現量が上昇する核内受容体の遺伝子であり，脂肪細胞分化マーカーと

して知られている．NES は，神経幹細胞に発現している IV 型中間径フィラメントの

遺伝子であり，ニューロン（神経細胞）や星状膠細胞（アストロサイト）などに分化が

進むに連れ発現量が減少するため，神経幹細胞や神経前駆細胞のマーカーとして知られ

ている．ADGRE5は，圧縮刺激を受けた場合に発現量が低下したとされる以下のような

報告がある．Haudenschild らはヒト骨髄由来の間葉系幹細胞をゲル内に播種し，特殊な

装置を用いて圧縮力をかけ，その後の遺伝子発現量の変化を網羅的に解析する実験をお

こなった 58．24 時間にわたって 0.1 Hz のスピードで 0~10% の体積ひずみ（圧縮力）

を細胞に負荷した結果，細胞の形態変化や体積変化が観測された．遺伝子発現量の変化

を調べた結果，ADGRE5 の遺伝子発現量は圧縮力をかける前のおよそ 1/7 に低下した．

ADGRE5 は，細胞膜表面の抗原による分類（CD 分類）において CD97 とも呼ばれて

おり，先行研究における報告から，同遺伝子の発現量が減少すれば力学刺激の負荷を細

胞が認識している可能性を考察できる． 

本研究では，UE7T-13 の分離時の条件と同様に 5 分間，30 kHz（負の誘電泳動）ま

たは 250 kHz（正の誘電泳動）の条件で誘電泳動を加え，RUNX2，PPARγ，NES，ADGRE5 
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の遺伝子発現量を調べた．使用した電圧は 10 Vpp であった．得られた結果に対して 

Tukey-Kramer 法による統計検定をおこなった結果，全ての遺伝子において発現量に優

位な差がみられなかった（図 3-18）．したがって，誘電泳動デバイスを使用する UE7T-13 

の分離が細胞の分化に与える影響は低いということが示唆された． 

次に，鋸型電極を有する誘電泳動デバイス内で， UE7T-13 に誘電泳動由来の物理刺

激を分離時に必要な 5 分間よりも大幅に長い 1 時間，20 Vpp，250 kHz（正の誘電泳

動）の条件で加え，遺伝子発現量の変化を確認した．その結果，脂肪細胞分化マーカー

の PPARγ の遺伝子発現量には変化がみられなかったが，RUNX2 と NES の遺伝子発現

量は有意に減少し，ADGRE5 の遺伝子発現量は有意な減少傾向を示した（図 3-19）．以

上より，1 時間の正の誘電泳動による細胞への物理刺激後は，UE7T-13 は脂肪細胞へ

の分化に適した状態になっていることが示唆された．また，ADGRE5 の遺伝子発現量

に減少傾向がみられたことにより，UE7T-13 へ圧縮刺激を加わっていることが示唆さ

れた．したがって，本デバイスを使用して細胞を分離する際には，細胞の分化などに影

響を与える可能性があるという点から，誘電泳動を長時間加えるのは避けた方が良いと

いうことがわかった．一方で，本結果は誘電泳動デバイスによる物理刺激によって細胞

の分化を制御できる可能性を示しており，本デバイスが細胞力覚分析用ツールとしても

有用である可能性があることが示唆された 59．なお，本実験は全て 3 回おこなった． 
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図 3-18  誘電泳動デバイスにおける UE7T-13 の分離条件時の遺伝子発現量の変化． 

使用した電圧，誘電泳動時間はそれぞれ 10 Vpp，5 分間である．いずれのサンプル

間においても有意差は認められなかった． 
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図 3-19  1 時間の正の誘電泳動後の UE7T1-13 の遺伝子発現量の変化． 

使用した電圧は 20 Vpp であった．RUNX2 と NESの遺伝子発現量は有意に減少し，

ADGRE5 の遺伝子発現量は有意な減少傾向を示した． 
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第 4 章 結論 

ヒト骨髄由来の間葉系幹細胞と前骨髄球を分離するために，鋸型電極を有する誘電泳

動デバイスを作製した．有限要素解析の結果，直線電極と比べ本研究において独自に設

計された鋸型電極は同電圧を印加した際により大きな電場勾配を生み出すことがわか

った．さらに，作製した鋸型電極を有する誘電泳動デバイスを用いると，周波数と印加

電圧の最適化後には，骨髄由来間葉系幹細胞を迅速かつ高い生存率を保ったまま遺伝子

発現量の変化を伴わずに非標識に分離できることがわかった． 

本研究で得られた知見をもとに，従来の分離法を誘電泳動デバイスによる分離法を比

較した結果を表 4-1 に示した．鋸型電極を有する誘電泳動デバイスが，ヒト骨髄由来

の間葉系幹細胞を同組織由来の前骨髄球から分離するために有用であることを示すた

めには，デバイス内で流速を制御することによって分離した細胞の回収率を高め，生体

内に近い細胞濃度比において間葉系幹細胞分離を達成することが重要である．また，本

デバイスは密度勾配遠心分離法と組み合わせて使用することでより高い分離効率を実

現できる可能性があり，鋸型電極を有する誘電泳動デバイスが，幹細胞を使用する研究

や医療分野において優れたポテンシャルを有していることを示唆している． 
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表 4-1  幹細胞分離法の比較 

方法 利点 欠点 

密度勾配遠心分離法 

大量サンプルに適用可能， 

非標識，簡単，安価， 

スケールアップ可能， 

サイズ，密度の違いで分離可能 

長時間の遠心（約 40 分）， 

専用の溶液に細胞を懸濁, 

低い選択性 

Fluorescence-activated  

cell sorting（FACS） 

高い選択性，正確性， 

細胞膜抗原によって分離可能 

標識が必要，高価， 

特殊な装置が必要， 

スケールアップ不可， 

長時間の前処理（1～2 時間） 

Magnetic-activated  

cell sorting（MACS） 

やや高い選択性， 

並行して適用可能， 

細胞膜抗原によって分離可能 

回収物に磁性粒子が混入, 

標識が必要 

誘電泳動 

分離時間が短い， 

分離と同時に濃縮が可能， 

スケールアップ可能， 

非標識，安価， 

電気的性質の違いで分離可能 

専用の溶液に細胞を懸濁， 

電場が必要 
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