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緒緒  言言  

 
ヒトの神経系は中枢神経系と末梢神経系に分類され、中枢神経系は脳と脊髄で、末梢神経系は神経線維や神経節で構

成される。中枢神経に疾患が生じると運動障害や感覚障害を引き起こしてしまうが、その再生は非常に困難とされてい

る。中枢神経疾患における神経機能の回復には、神経軸索の再生、疾患により失われた細胞の補充、機能回復という要

素が重要となり、これらのいずれにおいても発生現象の再現が必要となる。この取り組みとして、培養容器内で細胞を

培養・増殖・組織化させ、得られた細胞や組織を患者の疾患部に移植し治癒を行うケースが報告されている。これに関

して、細胞を培養し、幹細胞から必要な性質を持つ細胞へ分化・誘導する細胞の培養制御技術として、化学素材や外部

からの電界を用いた手法が報告されている［1，2］。しかし、化学素材を用いた手法では、培養細胞が接着する細胞培

養ディッシュに加工を施すため、培養時におけるコンタミネーションのリスクを伴う。また外部電界を用いた手法では、

細胞に磁性体ビーズ等の異物を付与することにより細胞に極性を持たせるため細胞毒性の懸念がある。一方、これまで

に著者らのグループでは、超音波振動を用いた培養制御技術について検討を行ってきた。その一例として、超音波振動

を用いたHeLa細胞の様な接着細胞のセルパターニング技術について報告した［3］。本技術では、ディスポーザビリテ

ィとコンタミネーションのリスクを考慮し、一般的な培養ディッシュの外部から培養細胞に対して超音波振動を与える

ことで、細胞に対して非接触で培養環境を制御することができる。また、その装置が超音波振動の発生源である圧電振

動子のみで構成されるため、今後装置の低コスト化や小型化が期待できる。そこで本研究では、超音波による細胞培養

制御技術と将来的な医用展開を考慮し、超音波振動が培養細胞に与える影響を定量的に検討すると共に、培養細胞の配

向制御技術について検討を行った。具体的には、神経細胞のモデルとして広く用いられるPC12細胞について、超音波

振動が細胞の分化および成長に与える影響について検討を行った［4］。 
 

方方  法法  

 
11．．細細胞胞培培養養  
本研究では、接着細胞としてラット褐色種由来の神経様細胞である PC12 細胞（理化学研究所より購入）を用いた。

PC12細胞は、通常培養環境下における接着時においては扁平形状であるが、神経成長因子（NGF）を添加し、培養す

ることで神経突起を形成し神経細胞の様に分化する。購入したPC12 細胞を10％ FBS、10％ HS、1％ペニシリン‐

ストレプトマイシン混合溶液を添加したD-MEM 培地を用い、37℃、CO２濃度 5％の環境下で培養を行い、週 1 回の

頻度で継代を行った。 
22．．超超音音波波実実験験  
超音波振動下における細胞成長を定量的に評価するため、汎用培養ディッシュを組み合わせた超音波培養ディッシュ

を設計、開発した（図1a）。厚み方向に分極された内径10 mm、外径20 mm、厚さ1 mmのリング型超音波圧電振動

子（PZT、C-213、富士セラミックス）を直径35 mm、厚さ1.1 mmのガラス円板にエポキシ樹脂で接着した。これを

底面が直径35 mmのガラス製の培養ディッシュ底面に同心円状となるように設置した。装置のディスポーザビリティ

を考慮し、ガラス円板と培養ディッシュ底面の間には、界面における音波の反射・減衰を抑制するための整合材として
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シリコンオイルを注入した。作製した超音波培養ディッシュを温度、湿度、および CO２濃度を制御可能な小型チャン

バー内に設置し、ディッシュ底面上の細胞成長の様子を位相差顕微鏡で観察した。ディッシュ内には、NGF を添加し

て約 20 時間培養した PC12 細胞を D-MEM 培地 2 mL と共に播種した。超音波振動子への入力信号として、周波数 
83 kHz、電圧振幅10～30 Vppの連続正弦波を用いた。駆動周波数は、ディッシュ上に形成される超音波振動の波長と

顕微鏡観測範囲の関係から決定した。各電圧振幅条件で超音波駆動時間を 72 時間とし、超音波非駆動条件である

Controlと比較した。連続72時間の超音波駆動後に、ディッシュ中央部近傍（10×10 mm２）の細胞の様子を顕微鏡で

タイムラプス撮像した。撮像画像より、神経突起の配向方向および長さを計測することで、神経突起の成長に対する超

音波振動の影響を評価した。神経突起の配向方向 はディッシュ中心、細胞の中心位置、最も長い突起の先端が成す角

度と定義し、 ＝90はディッシュの径方向を表す（図 1b、NGF 添加から 72 時間後の細胞の様子）。細胞の中心位置

は細胞中で最も輝度値が小さい（暗い）位置とし、神経突起長さは細胞中心から最も長い突起の先端までの距離とした。 
33．．遺遺伝伝子子解解析析  
細胞外部から与える物理的振動が細胞の遺伝子発現に影響を与えることは既に知られている［5］。本研究では、PC12

細胞の分化に関連した遺伝子発現に対する超音波振動の影響をリアルタイムPCR 法により評価した。遺伝子解析のた

め、RNeasy Kit（74104、Qiagen）を用いてPC12細胞からトータルRNAを抽出した。また逆転写PCR法にはOne-
step SYBR PrimeScript Plus RT-PCR kit（RR096B、タカラバイオ）および LightCycler 480 システム（Roche 
Diagnostics）を使用した。定量的評価を行うため、PC12 細胞が神経様細胞に分化誘導される際に活性化する 

synapsin-I遺伝子（SynI）および不活性化するadenosine A2A receptor遺伝子（Adora2a）のそれぞれの発現レベル

を測定した［6］。これらの遺伝子を、PC12 細胞の分化誘導時にも発現量が安定しているリボソームタンパク質 L29 
遺伝子（RPL29）を基準として相対化し、評価した［7］。 
 

 
 

図1．超音波培養ディッシュと細胞配向および長さ評価 
a） 実験セットアップ。発振器からの電気信号を超音波振動子（PZT）に入力し、培養   

ディッシュ底面に超音波振動を励振した。 
b） PC12細胞の配向および長さ評価。ディッシュ中心から細胞中心の距離 rとディッシ

ュ中心、細胞中心、および最も長い神経突起先端の成す角 によって細胞配向を評価

した。神経突起長さは最も長い突起長さとした。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． 外外見見的的影影響響  
超音波振動子に連続正弦波信号を入力すると、培養ディッシュ底面には共振たわみ振動が励振された。図 2 は駆動 

周波数83 kHz時におけるレーザドップラ振動計を用いて測定したディッシュ底面の面外振動分布である。ただしこれ

に細胞および培地を加えた場合、同共振モードの周波数は 78 kHz にシフトした。ディッシュ中心部分（r ＝0 mm）

で振動振幅が最も大きく、半径方向 r ＝4.5 mm の位置に最も小さい振動節円が存在する共振たわみモードが励振さ 
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れた。超音波振動と細胞成長の関係性を調査するため、顕微鏡による観測範囲をこの振動節円を含む範囲であるディッ

シュ中心からの距離が r ＝1.6～4.6 mmの円環内を5つの領域に分割した（ディッシュ中心近傍の r ＝0～1.6 mmの

範囲では細胞同士の密集度が高く神経突起の計測が困難であったため観測範囲外とした）。観測範囲の神経突起の配向

および長さ分布を計測した（各条件n＝500）。 
 

 
図2．超音波ディッシュ底面（ガラスボトム部分）の超音波振動分布 

a） 周波数83 kHzで半径約4.5 mmの振動節円を伴う共振たわみ振動が発生した。

最大値（中央部）で規格化している。 
b） 同図（a）中 A–A部分の振動分布。実験値と理論値よるフィッティング結果。 

 
図3はControlおよび超音波駆動時（10〜30 Vpp）の72時間後の神経突起配向分布を表しており、棒長さとエラー

バーはそれぞれ平均値と標準偏差を表している。超音波非駆動時（Control）は神経突起はランダムに配向するが、   

超音波駆動時はディッシュ円周方向（90方向）に有意に配向した。この傾向は入力電力の増加と共に顕著となった。

すなわち本結果は、細胞は神経突起を形成する際に足場環境として一定の場所（超音波振動振幅が一定の場所）を選択

する傾向があることを示唆している。図4 は超音波駆動72 時間後の各条件における神経突起長さの計測結果である。

分散分析後のTukey法による検定より、入力電圧が20 Vppおよび30 Vppの場合、超音波駆動下における神経突起長さ

はControlと比較して有意に長い結果を示し、超音波駆動が神経細胞の成長を促進することが確認された。またディッ

シュの振動振幅分布（図2）との比較より、神経突起の長さは超音波振動振幅振動分布には直接依存せず、ディッシュ

全体に渡って成長が促進されることがわかった。 
 

 
図3．電圧変化時の細胞の配向分布 

周波数78 kHz、72時間後の結果であり、 ＝90ºは接線方向の意。N＝500、エラーバーは標準

偏差を表す。 
a）コントロール条件（超音波非駆動時）下における分布。細胞はランダムに配向した。 
b）入力電圧10Vpp時の分布。コントロールと比較し、接線方向（ = 90º）にわずかに集中した。

c）入力電圧20Vpp時の分布。 
d）入力電圧30Vpp時の分布。電圧増加に伴い、円周方向への配向傾向が顕著となった。 
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図4．電圧変化時の細胞長さの変化 

周波数78 kHz、72時間後の結果。N＝500、エラーバーは標準偏差を表す。

**はコントロール比較時の p＜0.01 の意（one-way ANOVA 後の Tukey の

HSD検定、F＝225）。 
 
22．．遺遺伝伝子子へへのの影影響響  

Controlおよび入力電圧変化時の72時間後の各遺伝子（SynIおよびAdora2a）の発現レベルを図5に示す（各条件

におけるRPL29の発現レベルを基準として規格化している）。同図より、Controlと比較して超音波駆動下では、SynI
は有意に活性化しており、Adora2aは入力電圧の増加に伴い抑制されることがわかった。本結果より、遺伝子レベルに

おいてもPC12細胞の神経様細胞への分化誘導が超音波振動によって促進されることが明らかとなった。 
 

 
図5．電圧変化時の細胞の遺伝子発現レベル 

周波数78 kHz、72時間後の結果であり、エラーバーは測定3回の標準偏差。*、**は コント

ロール比較時のp＜0.05、p＜0.01の意（one-way ANOVA後のTukeyのHSD検定）。 
a）超音波駆動による活性化が確認された（F＝16.37）。  
b）超音波駆動による不活性化が確認された（F＝9.60）。 
c）超音波駆動下においても発現レベルは一定であった（F＝1.93）。 
a）およびb）はこれを基に規格化を行った。 
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