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Figure 1-2. Examples of regenerative medicine products.
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Figure 1-3. Predication of a market size of regenerative medicine and its peripheral 
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Figure 1-5. Process of adhesion culture
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Figure 1-8. Multilayered cell sheet for 3D tissue fabrication in vitro 
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Figure 1-9. Schematic image of bioprinting 
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Figure 1-10. Schematic image of cell manipulation using magnetic particles
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Figure 1-12. Schematic image of cell patterning using standing wave
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Figure 1-14. Heart sheet sold by TERUMO CORPORATION.
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Figure 1-15. Principle of fabricating cell sheet using gold-thiol reaction
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Figure 1-16. Principle of fabricating cell sheet using polyelectrolyte
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Figure 1-19. Schematic image of ultrasonic irradiation to suspended (A) and 
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Figure 1-20. Cell differentiation
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Figure 1-20. Cell differentiation 
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Surface Acoustic Wave Device: SAW Device

Wound healing model 121 Wound 

healing assay
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Figure 1-23

122

 

123

 

Figure 1-24  

  

Table. 1-2 Features of each method of transfection

Classification Method Pros Cons 

Biological Virus vector High frequency,
Easiness

Risk of contamination, 
Deactivation by 

immunity

Chemical

Cyclodextrin, 
Polymers, 

Liposomes,  
Nanoparticles

High frequency,
Easiness,
Abundant 

commercial item

Chemical toxicity,
Variation of transfection 
efficiency depending on 

condition

Physical

Electroporation,
Micro injection,

Laser irradiation,
Sonoporation

Simple principle,
Selectable of 

targets,
Requiring no 

vector,
No limit of the 

size of 
transfection

Requiring special device 
and training,
Nucleic acid 

subject to damage
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Figure 1-23. Gene transfection using viral vectors
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Figure 1-23. Gene transfection using viral vectors 
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Figure 1-24. Schematic image of sonoporation  
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培養基材に励振した固有振動モードを 

用いた細胞パターニング 

 

 
 
 

 1 章で述べたように，本研究では超音波振動を用いて培養面全体の細胞をパターニングす

る方法および培養したコンフルーエントな細胞をシート状に剥離する方法を提案する．本章

では，細胞のパターニングに関して，提案するコンセプトの妥当性を検証する． 

 

2.1 コンセプト 

 

 1.3 節で述べたように，一般的には細胞パターニングを行う際には，細胞培養面の表面改質

や化学物質等を用いることが一般的である．しかし，こう言った方法では使用した物質が細

胞に影響を与える懸念がある．本章では培養面の固有振動を用いることで細胞のパターニン

グを達成する． 

 超音波振動による細胞のパターニングについては 1.3.4 項で述べた．この先行研究では，

MHz 帯の高周波振動を用いていた．機械振動の振動速度の吸収減衰は 

𝑉 = 𝑉0𝑒−α𝑥（2.1） 

のように示される．ここで，V は振動速度，V0は最大振動速度，αは振動数の 2 乗に比例す

る減衰係数，x は振動の伝播距離である．すなわち，振動速度の減衰は機械振動の振動数に大

きく影響される．このため，MHz 帯などの高周波数帯の機械振動を用いた細胞パターニング

では粘性減衰による媒質温度の上昇が懸念される 125．一方で，細胞をパターニングするため

の音響放射圧 Fは 

𝐹 = 2𝜋𝜌0(𝑘𝑅0)6
1

(1+2𝜆)2
[(𝜆 − 1+2𝜆

3𝜆σ
2)2 +

2
9
(1 − 𝜆)2]（2.2） 
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のように示される 126．ここで，ρ0は媒質の平衡密度，kは波数，R0は細胞の半径，λ=ρ0/�̃�0で

�̃�0 は細胞の密度である．すなわち，細胞をパターニングする力を生み出す音響放射圧は振動

数と振幅に依存する．この事実は，熱を発生させるリスクが低い低周波の振動を用いる際に

は，より大きな振幅を有する振動を用いる必要があることを示唆している．さらに，従来の

手法では直線状もしくは点状の細胞パターニングを限定的な領域で行うことが限界であった． 

 そこで本章の研究では，細胞培養面に kHz 帯の大振幅を有する固有振動を励振することを

着想した．固有振動について説明する．弾性体に対して，周期的に外力を発生させることに

よって，その弾性体に振動が発生する．振動する物体には寸法や物性値などから決まる固有

振動数があり，固有振動数に応じて周期的に外力を発生させることにより，物体は共振して

固有振動モードが励振される．固有振動モードを励振された物体には Figure 2-1 に示すよう 

  

Figure 2-1. Conceptual diagram of resonance vibration   
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に振幅が最も大きい部分（振動の腹）と振動しない部分（振動の節）がある 127．そこで，細

胞を播種した培養面に対して，この固有振動を励振することで細胞を振動の節にパターニン

グすることが可能であると着想した．この節の形状は励振する固有振動モードによって異な

る．固有振動モードは振動する物体の自由度に依存しており，実際の物体は無限自由度を有

するため，固有振動モードは無限に存在する．このように培養面の固有振動モードを用いて

細胞をパターニングすることで，熱の発生を抑制しつつ，培養面全体において，先行研究と

比較して自由度の高い形状に細胞をパターニングできる． 

 接着性細胞は播種すると一定時間をかけて培養面に接着する．培養面に振幅の分布を持つ

固有振動を励振した状態で細胞を播種すると，その振幅に応じて式（2.2）で示した音響放射

圧が発生する．すなわち，振動の腹近傍にいる細胞への音響放射圧が高く，振動の節では音

響放射圧が小さくなる．細胞の密度や音速は細胞周囲の培地と異なるため，この影響で，細

胞を播種した際に，振動の腹近傍の細胞は接着が阻害され，節に集積して培養面に接着する

と思われる．この様子を Figure 2-2 に模式的に示す．同図のように，培養面の固有振動モード

を用いることで細胞を固有振動モードの節の位置にパターニングできる．すなわち，所望の

細胞パターンの形状に応じた節を形成すれば簡便に細胞をパターニングすることが可能とな

ると考えられる．たとえば，円形の培養面上で細胞をパターニングする場合，代表的な節円

モードを励振すれば，Figure 2-3 に示すように細胞は節円上にパターニングされると推測でき

る． 

 本研究では，提案する細胞パターニングのコンセプトを確認するために，汎用的な培養デ

ィッシュの形状に近い円板状の薄板の固有振動モードを利用することとした．以上のコンセ

プトから細胞パターニングの知見を得るために，細胞を培養する培養面の設計および製作，

細胞パターニングデバイス全体の設計および製作，細胞を用いたパターニング実験を行った． 

  

Figure 2-2. Schematic image of cell patterning by using 
resonance vibration of cell culture substrate 
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2.2 培養基材の製作 

 

  本節では，培養基材の製作を行う．なお，これ以降，細胞を培養する培養面と振動を励振

する圧電素子とを接着することで構成される部品を培養基材と呼称する． 

 

2.2.1 培養面の設計 

 

 本項では細胞培養面として用いる材質の決定と形状の決定を行う．培養面には，効率的に 

  

Figure 2-3. Schematic image of cell patterning by using resonance 
vibration having single nodal circle  
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振動を励振できることに加えて，細胞に対する生体適合性の高さが求められる．振動を効率

的に励振するためには，機械的 Q 値（Quality factor）の高い材質が必要である．機械的 Q 値

とは， 

𝑄 = 𝜔0
𝜔1−𝜔2

（2.3） 

と定義される無次元数である 128．ここで，ω0，ω1，ω2はそれぞれ，共振ピークにおける共

振周波数，共振周波数から見て低周波数側，高周波数側において振動エネルギーが共振時の

半分となる周波数である．一般的に機械的 Q 値の高い材質としては金属材料が報告されてい

る．そこで，金属材料の中でも加工性に優れ，生体適合性が高い，ステンレス鋼（SUS316L）

を用いることとした 129．なお，Table 2-1 と Table 2-2 に SUS316L の化学成分と物性値を示す．

SUS316L は，SUS304 のニッケル（Ni）含有量を高め，モリブデン（Mo）を添加し，炭素（C）

の含有量を少なくした金属であり，耐食性が高く医療用にも多く用いられているステンレス

鋼である． 

 本研究では，培養面を直径 40 mm，厚さ 1 mm の円形の SUS316L 円板とし，固有値解析

によって固有振動モードの形状と固有振動数を確認した．固有振動モードの形状は，細胞培

養面に用いる SUS316 の形状や寸法，励振する固有振動モードは有限要素法による固有値解

析を用いて確認した．なお，固有値解析には有限要素法解析ソフト ANSYS Ver 15.0 を用いた．

固有値解析を行った際には Table 2-2 に示した SUS316L の物性値を用い，シリコーンゴムで

培養面を把持することを鑑みて（後述）境界条件は自由端とし，要素形状は正四面体，要素

数は 84768 とした．この条件において振動振幅の計算値は 0.1%以下に収束しているため，妥

当な条件と考えている．本解析の結果，比較的低次の固有振動モードである，円形状の節を

有する固有振動モードおよび円と十字を合わせた形状の節を有する固有振動モードを用いて

提案する細胞パターニングのコンセプトを検討することとした．Figure 2-4 に，固有値解析に

より求めた固有振動モードの形状を示す．なお，図中のカラーバーは各固有振動モード 
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における最大振幅で正規化した相対振幅を示している．同図より，この SUS316L 円板のそれ

ぞれの節の形状を有する固有振動モードの固有振動数は，それぞれ 7.1 kHz および 26.9 kHz

であることがわかる． 

 さらに，接着性細胞を培養するためには，培養面への細胞の接着性が汎用性の細胞培養デ

ィッシュやフラスコと同等である必要がある．金属表面での細胞培養では表面粗さが培養効

率に影響することが報告されているため，微粒子ピーニング（Fine Particle Peening: FPP）処理

により適切な表面粗さになるよう表面処理を施すこととした．Table 2-3 に FPP 処理の条件を 

  

‐1 0 1

A B

Figure 2-4. Eigenvalue analysis (ANSYS 15.0). Colored bar indicates out-of-plane displacement
normalized to the maximum amplitude. A: Resonance vibration having single nodal circle (vibration
frequency, 7.1 kHz). B: Resonance vibration having cross-circle nodal pattern (vibration frequency, 26.9
kHz).

Figure 2-4. Eigenvalue analysis (ANSYS 15.0). Colored bar indicates out-of-
plane displacement normalized to the maximum amplitude. A: Resonance 
vibration having single nodal circle (vibration frequency, 7.1 kHz). B: 
Resonance vibration having cross-circle nodal pattern  (vibration frequency, 
26.9 kHz). 
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示す．なお，これらの条件は金属培養面における細胞の増殖性を検討した先行研究を参考に

決定した 43． 

 

2.2.2 圧電素子の設計 

 

 本研究では，培養面に固有振動数に応じた外力を付与するために圧電素子を用いる．圧電

素子は超音波モータなどの固有振動を用いたアクチュエータに広く応用されている．励振す

る固有振動モードの腹の近傍において，圧電素子を用いて固有振動数に対応した周期的なひ

ずみを発生させることによって，効率的に所望の固有振動モードを励振できる．そこで，培

養面に対して効率的に上記の固有振動モードを励振するためには，圧電素子の寸法および圧

電素子表面に配置する電極パターンを適切に設計および製作する必要がある．円板に本研究

で用いる固有振動モードを効率的に励振するためには，Figure 2-4 に示した各固有振動モード

においてひずみの大きい部分，すなわち，面外振幅が大きい部分に圧電素子を接着し，素子

への電圧印加によってひずみを発生させることが有効である．このため，Figure 2-5 のように，

厚さ方向に分極された圧電素子円板の両面に電極を配置し，片側の電極を十字状に分割する

ことを考えた．これを培養面として用いる SUS316L 円板の細胞培養表面に対して反対の面に

接着し，厚さ方向に周期的な交流電圧を印加することで，所望の固有振動モードを効率的に

励振することが可能である．この圧電素子および電極パターンの妥当性を検討するために，

培養基材の境界条件を自由端とし，要素形状は正四面体として有限要素法による圧電−構造連

成解析を行った．圧電−構造連成解析に用いた各部品の物性値および寸法を Table 2-4～2-8 に

示す．圧電素子の各電極に印加する交流電圧の入力周波数，および各電極への印加電圧の位

相差を変化させ，励振される固有振動モードを確認した．なお，入力電圧は 10 V とし，解析

には有限要素解析ソフト ANSYS Ver 15.0 を用いた．Figure 2-5 の電極配置において，各電極

に同位相の電圧を印加したシリーズ I と，電極 A と D を同位相，これに対して電極 B と C を

逆位相に加振したシリーズ II に対して解析を実行した．各シリーズの説明は Figure 2-6 に記

述した．解析結果を Figrue 2-7 に示す．同図より，シリーズ I に周波数 7.7 kHz の交流電圧を

入力すると円型の節を持つ固有振動モードが励振されることが，シリーズ II に周波数を 27.6 

kHz の交流電圧を入力すると円型および十字型の節を合わせ持つ固有振動モード励振される

ことがわかる．Figure 2-7 の振幅分布は Figure 2-4 と十分類似していることから，設計した圧

電素子および電極パターンによって所望の固有振動モードを励振可能と結論づけた．以上の

検討結果に基づき圧電素子および電極パターンの詳細を Figure 2-5 のように決定した．なお，

電極パターンの一部に設置したグランド相は SUS316L 円板側の電極をグランドに接続する

ためのものであり，Figure 2-5 に示した折り返し電極を用いて圧電素子の振動基材に接着する

側の電極と通電している．一方，同じく電極パターンの一部にあるセンサ相は独立した電極  
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Figure 2-5. Design of the piezo electric substrate. Polarization is along the thickness direction. (A) Top face on
which the cultivation substrate was glued. (B) Bottom face. (C)Side view. Unit: mm.

0.
75

0.75

0.75

14.5

Ground electrode 
connected to the 
top side
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Figure 2-5.  Design of the piezo electric substrate. Polarization is along the 
thickness direction. (A) Top face on which the cultivation substrate was glued. 
(B) Bottom face. (C)Side view. Unit: mm.   

Figure 2-6. Method of inputting AC voltage on the piezo electric substrate. (A) 
series I (B) series II 
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であり，振動が励振された際に圧電素子のひずみから正圧電効果により電圧が出力される領

域として設けらている．すなわち，あらかじめ振動子に励振された固有振動の振動振幅とセ

ンサ相からの出力電圧の関係を明らかにすることにより，振動子の振幅を間接的に測定する

ことができる．各電極間の絶縁相の幅は加工可能な最小の幅である 0.75 mm とし，振動励振

用の電極を固有振動モードの腹付近に配置するため，センサ相およびグランド相は振動の節

近傍に配置した． 

 

2.2.3 培養面および圧電素子の製作とこれらの接着 

 

 効率的な固有振動モードの励振のため，上記のように培養面および圧電素子を設計した．

本項では，培養面および圧電素子を製作し，これらを接着し，培養基材を製作する． 

 上記の設計に基づいて培養面を製作した．SUS316L 円板はワイヤ放電加工により加工し，

サンドペーパーと研磨剤（PiKAL，日本磨料工業株式会社）を用いて表面を研磨した．鏡面に

なったことを確認した後に，FPP 処理を施した．圧電素子は株式会社富士セラミックスに製

作を依頼して製作した．なお，比較的堅牢で安定した振動の励振が可能である材質の圧電素

子（C-213，株式会社富士セラミックス）を用いた．製作した圧電素子を Figure 2-8 に示す． 

  

‐1 0 1

A B

Figure 2-7. Piezoelectric structure coupled analysis(ANSYS 15.0). Colored bar indicates out-of-plane 
displacement normalized to the maximum amplitude. A: Resonance vibration having single nodal 
circle (vibration frequency, 7.7 kHz). B: Resonance vibration having cross-circle nodal pattern  
(vibration frequency, 27.6 kHz).

Figure 2-7. Piezoelectric structure coupled analysis(ANSYS 15.0). Colored 
bar indicates out-of-plane displacement normalized to the maximum 
amplitude. A: Resonance vibration having single nodal circle (vibration 
frequency, 7.7 kHz). B: Resonance vibration having cross-circle nodal pattern  
(vibration frequency, 27.6 kHz). 
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SUS316L 円板と圧電素子は，2 液混合エポキシ系接着剤（クイック 30，コニシボンド）を用

いて，加圧接着した．効率的な固有振動モードの励振のため，圧電素子を SUS316L 円板の中

心に接着する必要がある．このため，Figure 2-9 に示す接着治具を設計・製作した．なお，接

着治具には，構成部品の治具への接着を防止することに加えて，加圧時に全面を均一に加圧

することが求められる．このため，非粘着性で弾性率の低いポリアセタールを用いて接着治 

  

Figure 2-8. Picture of piezo electric substrate (A) Upside (B) Bottom side 

Figure 2-9. Polyacetal jig to align the piezoelectric substrate and SUS316L 
plate. 
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具を製作した．なお，接着治具の製作には 3 次元モデリングマシン（MDX-540A，ローランド

D.G 株式会社）を用いた．加圧接着の際は，Figure 2-10 に示すように接着治具に圧電素子，

SUS316L 円板の順に挿入し，上から加圧用カバーで覆った．この際に，接着剤による振動の

減衰を防ぐために，なるべく接着剤の層を薄くするように注意した．その後，Figure 2-11 に

示す加圧治具を用いて加圧接着した．加圧条件は，圧力を 3 N/m2，加圧時間を 8 時間とした． 

  

Figure 2-10. Schematic image showing the way to adhere piezoelectric 
substrate on SUS 316L plate  
 

Figure 2-11. Image of pressurization device to adhere piezoelectric substrate 
on SUS316L plate  
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加圧接着を行うことで，接着層の厚さを最小限とし，同時に接着剤中の気泡を除去する．こ

うすることで，超音波振動の吸収減衰と散乱減衰を最小限に止め，熱の発生を抑制し，効率

的に固有振動モードを励振可能となる．最後に，交流電圧を印加するため，圧電素子の各電

極にリード線をはんだ付けした．製作した培養基材を Figure 2-12 に示す． 

  

Figure 2-12. Cell culture substrate exciting resonance vibration. (A) Top face 
on which the cells were cultured. (B) Bottom face. 
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2.3 細胞パターニングデバイスの製作 

 

2.3.1 細胞パターニングデバイスの設計 

 

 細胞を培養する際には細胞を培地に浸漬する必要がある．このため，2.2 節で設計，製作し

た培養基材を用いて細胞パターニングデバイスを製作した．細胞パターニングデバイスの構

造を Figure 2-13 に示す．同図に示すように，本細胞パターニングデバイスは培養基材，シリ

コーンゴム部品とアクリル部品から構成されている．シリコーンゴム部品は培養基材を挟み

込んで保持することで培地の漏出を防ぐ．なお，ヤング率が十分に小さいシリコーンゴムを

用いることで、培養基材の境界条件を自由端に模擬した．アクリル部品はシリコーンゴムベ

ースとシリコーンゴム壁を固定する役割を持つ．これらの部品はねじを用いて固定した．本 

  

Figure 2-13. Schematic image of the structure of cell patterning device

Bolt  

Acrylic cover 

Silicone rubber wall 

Silicone rubber base

Nut 

Piezo electric plate  

Metal cultivation substrate 

Acrylic base

Figure 2-13. Schematic image of the structure of cell patterning device 
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細胞パターニングデバイスで細胞を培養する際には細胞パターニングデバイスを湿度 100%

の雰囲気下に長時間置く必要がある．このため，腐食を防止するためにねじは SUS304 ステ

ンレス鋼製とした．なお，シリコーンゴム壁と培養基材から構成される培養容器の直径は 36 

mm であり，アクリルカバーの上面から培養面までの深さは 5 mm である． 

 

2.3.2 部品の製作と組み立て 

 

 本項では 2.3.1 項で設計した細胞パターニングデバイスを製作する．アクリル部品は切削加

工で製作した． 

 シリコーン壁とシリコーンゴムベースは，耐熱性に優れたポリエーテルイミド製の鋳型を

用いて製作した．なお，この鋳型は切削加工により製作した．硬化前のシリコーンゴム

（KE1316，信越化学工業株式会社）を，10 wt%の硬化剤（CAT1316，信越化学工業株式会社）

および 20 wt%の希釈剤（RTV シンナー，信越化学工業株式会社）と混合し，シリコーンゴム

混合液を生成し，これを真空チャンバ（真空デシケーターVL-C 型，アズワン株式会社）内に

配置し，真空ポンプ（ULVAC G-50SA，ULVAC KIKO Inc.）を用いてチャンバ内を減圧して脱

泡した．上記の減圧過程を複数回繰り返し，混合液を十分に脱泡した後に，製作した鋳型に

流し込み，再度脱泡を行った．十分に脱泡した後に，オーブン（Isotemp Vacuum Oven Model 

280A，Fisher Scientific）に配置し，130˚C において 30 分焼成した．これらの部品を 2.3.1 項で

述べたように組み立てて，細胞パターニングデバイスを製作した．製作した細胞パターニン

グデバイスを Figure 2-14 に示す． 

 

2.4 細胞パターニングデバイスの振動特性の評価 

  

  本節では製作した培養基材を細胞パターニングデバイスに組み込んだ際の振動特性を測定

する．培養基材に振動を励振する際には，圧電素子に交流電圧を印加する．このために，フ

ァンクションジェネレータ（WF1946B， NF Corporation）を用いて発信した交流電圧をアン

プ（HSA4051， NF Corporation）によって増幅する．励振された振動の振幅を測定する際は，

レーザドップラ振動計（CLV-3D, PI Polytech）とオシロスコープ（Wave surfer 424, Teledyne 

LeCroy）を用いて培養面の振動速度を測定し，振幅を計算する．以上の測定方法について 

Figure 2-15 にイメージ図を示す． 
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Figure 2-14. Fabricated cell patterning device. (A) Upside (B) Bottom side 
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Figure 2-15. Schematic image evaluating the excited vibration on the cell culture substrate. 

Oscilloscope

Function generator 

Amplifier

Laser Doppler Vibrometer 

Cell patterning device

Figure 2-15. Schematic image evaluating the excited vibration on the cell culture 
substrate.  
 



第 2 章 培養基材に励振した固有振動モードを用いた細胞パターニング 
   

  

52 

 

2.4.1 固有振動数の測定 

 

 本項では，培養基材にそれぞれの節の形状を有する固有振動モードを励振する際の固有振

動数を測定する．すなわち，圧電素子の電極 A〜D に 2.2.2 項で記したように交流電圧を印加

し，圧電―構造連成解析に基づいて求めた固有振動数の近傍で入力電圧を変化させつつ，振

動の腹での振動振幅を測定した．ここで，Figrue 2-7 から円型の節を有する固有振動モードの

振動の腹は培養面の中央であり，円型と十字型の節を有する固有振動モードの振動の腹は，

中央から 12 mm 離れた位置の近傍である．なお，細胞パターニング実験の際は，細胞パター

ニングデバイス内に培地を 2 mL 配置するため，細胞パターニングデバイスに 2 mL の培地

を入れた状態で，それぞれの固有振動モードにおいて 30 V の交流電圧を印加して培養基材を

振動させた．Figure 2-16 に入力電圧の周波数を変化させて測定した振動振幅を示す．なお，

振幅はそれぞれの固有振動モードにおける最大振幅で正規化している．同図から，円型の固

有振動モードの固有振動数は 6.2 kHz であり，円型と十字型の節を有する固有振動モードの

固有振動数は 21.4 kHz であることがわかる． 

 

2.4.2 入力電圧と最大振幅の関係の測定 

 

 本項では圧電素子に印加する電圧を変化させた際の振動の腹における最大振幅の変化を明

らかにする．すなわち，入力電圧の周波数をそれぞれの固有振動モードを励振する固有振動

数とし，電圧を変化させて振動の腹における振幅を測定した．Figure 2-17 に入力電圧と振動

振幅の値を示す．同図より，入力電圧と最大振幅には比例関係がある．なお，印加電圧 V と

最大振幅 A の関係は，それぞれの固有振動モードにおいて式（2.4）（円型の節を有する固有

振動モード） 

A=0.1991V （2.4） 

と式（2.5）（円型および十字型の節を併せ持つ固有振動モード） 

A=0.7298V （2.5） 

で表された．これらの式から所望の最大振幅を持つ固有振動モードを励振する際に必要な印

加電圧を決定できる． 

 

2.4.3 振幅分布の測定 

 

 本項ではそれぞれの固有振動モードを励振した際の培養基材の振幅分布を明らかにする． 

印加電圧を 30 V，周波数をそれぞれの固有振動モードの固有振動数として培養基材に固有振



第 2 章 培養基材に励振した固有振動モードを用いた細胞パターニング 
   

  

53 

動モードを励振し，培養基材の中心より 4 mm 間隔で，中心から 12 mm 離れた位置まで振幅

を測定した（Figure 2-18）．円型および十字型の節を併せ持つ固有振動モードの振幅分布を測 

  

Figure 2-16. Relationship between driving frequency and normalized vibration 
amplitude (voltage, 30 V). The amplitude was in the out-of-plane direction and 
normalized to the maximum value at resonance. (A) Single nodal circle (B) 
Cross-circle node 
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定する際は，振動の腹と節をそれぞれ通過するように放射状に二方向に振幅分布を測定した． 

 Figure 2-19 に測定結果と圧電-構造連成解析結果との比較を示す．なお，振幅は最大振幅で

正規化している．同図から，いずれの固有振動数においても，解析結果と類似した振幅分布

の提示を確認した．ただし，振動位相は入力電圧と振動の位相差から判断した．以上のこと

から製作した細胞パターニングデバイスの培養面に所望の固有振動モードが励振されている

ことを確認した． 

  

Figure 2-17. The relationships between input voltage and vibration displacement . 
(A) Single nodal circle. (B) Cross-circle node. 
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2.5 培養基材に励振した固有振動モードを用いた細胞パターニング実験の方法 

 

 本節では，設計，製作，振動評価した細胞パターニングデバイスを用いた細胞パターニン

グ実験の方法について述べる． 

 

2.5.1 細胞パターニングデバイスの滅菌 

 

 細胞を培養する際には，培地と呼ばれる培養液に浸漬する必要があることはすでに述べた．

この培地はグルコースを始めとして，細胞に対する栄養素を多く含んでいる．すなわち，細 

  

Figure 2-18. Positions where vibration displacements were measured with single nodal circle (A) and cross-circle nodal (B). Measurement 
was performed every 4 mm on the lines.

Antinode direction

Node direction

A

B

Figure 2-18. Positions where vibration displacements were measured with 
single nodal circle (A) and cross-circle nodal (B). Measurement was 
performed every 4 mm on the lines. 
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菌等にとっても増殖に適した環境である．そこで，細胞を扱う際は無菌状態を維持すること

が重要である．一般的には滅菌処理を施したディスポーザブルの培養容器を用いるが，本研

究では細胞パターニングデバイスを繰り返し使用するため，使用するごとに滅菌処理を施す

必要がある．現在は，滅菌対象に応じた様々な滅菌方法がとられている．代表的な滅菌方法 

  

Figure 2-19. Comparison of measured and analyzed vibration displacement 
of the resonance vibration. (A) Single nodal circle. (B) Cross-circle node. 
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は，高熱による滅菌（干熱滅菌，オートクレーブ滅菌）である．しかし，これらの方法では滅

菌対象物を高温にすることで滅菌するため，耐熱性のない機器の滅菌には適さない．ここで，

本研究に用いる培養基材は SUS316L 円板と圧電素子をエポキシ系接着剤により加圧接着し

たものである．これを熱すると培養面である SUS316L の円板，エポキシ系接着剤と圧電素子

の熱膨張率の差異から，ひずみが生じて，培養面から圧電素子の一部が剥離する可能性が考

えられ，これが振動特性に影響する．このため，細胞パターニングデバイスの滅菌には過酢

酸（アセサイド 6%消毒液，サラヤ株式会社）による化学的滅菌を採用した．すなわち，細胞

パターニングデバイスを 70%エタノールに 1 時間浸漬した後に，細胞パターニングデバイス

の細胞を培養するスペースをアセサイドによって 10 分間浸漬して滅菌を施した．その後，培

養面からアセサイドを除去し，リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffered salts：PBS）を用い

て 3 回洗浄した． 

  

2.5.2 細胞の準備 

 

  本研究では仔ウシ由来軟骨細胞を用いた．軟骨細胞は先行研究に基づいて生後 4~6 週間の

仔ウシの膝関節から採取した 130．膝の関節の骨頭から軟骨を 1 mm3程度の組織片に刻み，組

織片を D-MEM/Ham’s F-12 に 10%ウシ胎児血清（Fetal bovine serum: FBS），L-glutamine，お

よび抗生物質を添加した培地に一晩漬けた．その後，PBS で洗浄した後，細かく粉砕し，先

ほどの培地に 0.15 %コラゲナーゼタイプ I を加えて，インキュベータ内で 16 時間攪拌した．

インキュベータ内の雰囲気は，温度 37℃，湿度 100%，二酸化炭素濃度 5%の状態となってい

る．組織片を含有した溶液をセルストレーナー（Falcon®70µm，Corning）でろ過することで

残存した軟骨の破片を除去した．つぎに，細胞を遠心分離することで懸濁液から単離し，PBS

を用いて 2 回すすぐことでコラゲナーゼを除去した．最後にバンバンカー（日本ジェネティ

クス株式会社）でピペッティングし，液体窒素中に冷凍保存した．なお，生細胞は株化細胞

と異なり，継代を経てその機能が変化してしまう．このため，実験には 3 継代目の細胞のみ

を用いることとした．本実験では，この冷凍保存した細胞を解凍後，3 回継代し十分に脱分化

させた軟骨細胞を用いた．また，細胞を培養するための培地には，FBS を 10%加えた Ham-

F12 を用いた．継代時は 0.05%トリプシンに 3 分間浸漬し，ピペッティングすることで細胞を

剥離した． 

 

2.5.3 細胞パターニング実験の方法 

 

  細胞パターニングの結果に影響すると考えられるパラメータとして，振動条件（振動数お

よび振幅）に加えて細胞数が考えられる．しかし，固有振動モードを効率的に励振するため
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には振動数は固有振動数に固定する必要があるため，細胞数と振動振幅をパラメータとして

変化させて実験を行なった．ただし，円型の節を有する固有振動モードを用いた実験で細胞

数がパターニングに及ぼす影響を確認し，至適な細胞数の存在の有無を判断した後に，振幅

をパラメータとして実験を行った．具体的な実験手順を以下に示す． 

  2.5.1 項に示した方法で滅菌した細胞パターニングデバイスに，2.5.2 項に示した手順で準備

した細胞を 2 mL の培地とともに播種した後に，固有振動を 2 時間励振させた状態で培養し

た．その後，培地内に浮遊している細胞と培養面に接着している細胞の数をそれぞれ測定し

た．細胞数の測定には血球計算版を用いて，トリパンブルー染色液によって生死判定も行な

った．トリパンブルーとは，死細胞の細胞膜を透過して青色に染色する培養液である．さら

に，培養面上の細胞分布を確認するために生細胞を Calcein AM (1 mg/mL)（calcein-AM solution 

1 mL，同仁化学研究所）を用いて蛍光染色し，倒立型蛍光顕微鏡（ECLIPSE Ti; Nikon Corporation）

を用いて観察した．Calcein AM は，生細胞の細胞質に存在する Ca と反応して染色する試薬で

ある．Calcein AM は培地に含まれている FBS 内の Ca とも反応するため，振動の励振を停止

した直後に培地を抜き去り，培養面を PBS で 3 回洗浄し，培地に含まれる Ca を除去した．

さらに，これによって培地内を浮遊していた細胞は除去されて 2 時間の細胞パターニング後

の細胞分布を測定することが可能となった．染色の際は，無血清培地 2 mL に 4 µL の Calcein 

AM を混合した染色液を用いて 30 分培養した．なお，Calcein AM は光により退色するため，

染色は遮光した状態で行なった．倒立型蛍光顕微鏡により下方から培養面を観察するため，

Figure 2-20 に示す観察用の治具を製作した．細胞分布の測定の際は培養基材中心から 16 mm 

  

Figure 2-20. Schematic image of how to use jig for observation of the cells on culture substrate

Jig for observation of the 
cells on culture substrate

Culture substrate

Observed by an 
inverted microscope

Figure 2-20. Schematic image of how to use jig for observation of the cells on 
culture substrate 
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離れた位置まで 4 mm ごとに蛍光写真を撮影して，それぞれの位置での細胞の密度を測定し，

中心からの距離と細胞密度の関係を調べた．蛍光写真を撮影した箇所を Figure 2-21 に示した．

なお，細胞密度の測定には画像解析ソフト Image J（National Institutes of Health）を用いた． 

 

2.6 培養基材に励振した固有振動モードを用いた細胞パターニング実験の結果および考

察 

 

2.6.1 細胞数とパターニングの関係 

 

 本項では細胞数が細胞パターニングに与える影響について，円型の節を有する固有振動モ

ードを例として用いて，結果と考察を述べる． 

  

Figure 2-21. Positions where cell distributions were measured with single nodal circle (A) and cross-circle nodal (B). Measurement was 
performed every 4 mm on the lines.

Antinode direction

Node direction

A

B

Figure 2-21. Positions where cell distributions were measured with single 
nodal circle (A) and cross-circle nodal (B). Measurement was performed every 
4 mm on the lines. 
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 振動数と最大振幅はそれぞれ 6.2 kHz と 4.5 µm で固定し，細胞数を 2.5×105 個と 5.0×105

個と変化させて実験を行なった．Figure 2-22 に 2.5×105 個の細胞を播種した際に撮影した蛍

光写真を示す．緑色に染色されているものが生細胞である．定性的にではあるが，培養面中

心では細胞数が少ないことが確認できる．同じように，5.0×105個の細胞を用いた時も蛍光写

真を取得し，撮影した蛍光写真から細胞分布を測定した．それぞれの細胞数を用いた際の細

胞分布を Figure 2-23 に示す．横軸は培養面中心からの距離，縦軸は各位置における細胞密度

を平均の細胞密度で除したものを表している．細胞密度は，播種した細胞数を培養面の面積 

  

Figure 2-22. Images of live cells on culture substrate with cell patterning by resonance 
vibration having single nodal circle. The initial number of cells was 2.5×105.  The 
maximum vibration displacement was 4.5 µm.  
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で除することで算出した．なお，細胞密度は単位面積（1 mm2）あたりの細胞数と定義した．

いずれも振動の条件は同一であったが，播種した細胞数が 2.5×105 個のときは 5.0×105 個の

ときと比較して細胞分布に偏りがあった．このことから，細胞数はパターニング結果に影響

することが明らかになった．2.5×105個の細胞を播種したときの細胞分布に着目すると，培養

面中心から 12 mm 離れた位置における細胞密度が高く，中心の細胞密度が低い．Figure 2-7 か

ら培養面中心に振動の腹があり，中心から 12 mm 離れた位置付近に振動の節があることがわ

かる．このことより，細胞数が 2.5×105 個のときに振動の節近傍の細胞密度が大きく，腹の

細胞密度が低いことがわかる．この結果から，2.5×105個の細胞を播種した際に，コンセプト

に合致する細胞パターニングが可能であることが明らかになった．一方で，5.0×105個の細胞

を播種した際のパターニングではこのような傾向は観察されたなかった．これは，本研究で

用いた細胞の性質に依存すると考えられる．本実験では，十分に脱分化した仔ウシ由来軟骨

細胞を用いている．細胞は互いに積層せず培養面に平面的に接着するため，細胞数が多いと 

  

Figure 2-23. Cell distributions with different number of initial cells. (mean 
± SD, n = 4) 
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きには，節の近傍に集積した細胞が他の細胞が節の近傍に移動することを妨げていると考え

られる 131． 

 以上のことから，細胞パターニングにおいて播種する細胞数がパターニングに影響を及ぼ

すことが明らかになり，播種する細胞数に上限があることが示唆された． 

 

2.6.2 振動振幅とパターニングの関係 

 

 本項では，播種する細胞数を固定して，最大振幅をパラメータとして変化させることで，

振動振幅が細胞パターニングに与える影響を明らかにする．また，本項では２種類の固有振

動モードを用いて実験を行う．それぞれの固有振動モードを用いたパターニングの実験条件

を Table 2-9 に記す．固有振動の節の面積がそれぞれの固有振動モードにおいて異なるため，

播種する細胞数を変更した．測定した細胞分布を Figure 2-24 に示す．横軸は培養面中心から

の距離，縦軸は細胞密度を表している．それぞれの固有振動モードにおける細胞分布を評価

する． 

 まず，円型の節を有する固有振動モードを用いた際のパターニング結果に関して論じる．

Figure 2-19 から振動の腹と節は培養面中心と中心から 12 mm 離れた位置であるから，その 2

点において各最大振幅間の細胞密度を比較すると，培養面中心において細胞密度が最も低い

のは最大振幅が 4.5 µm の際であり，中心から 12 mm 離れた位置で細胞密度が最も高いのも

最大振幅が 4.5 µm の際である．このことから，コンセプトの細胞パターニングは最大振幅 4.5 

µm の際に可能であったと言える． 

 つぎに，円型と十字型の固有振動モードを用いた細胞パターニングの際の細胞分布につい

て論じる．Figure 2-19 で測定した振動分布と比較して，最大振幅が 1.5 µm の時，振動の腹に

接着した細胞が振動の節と比較して少ないことがわかる．Figure 2-25 に最大振幅 1.5 µm の際

に撮影した生細胞の蛍光写真を示す．こちらの図からもパターニングの結果が確認できる． 

 以上のように培養基材に励振した固有振動モードを用いた細胞パターニングには至適な最

大振幅がある．これは，励振する振動が強くなると，音響流と呼ばれる体積流動が培地に発

生することに起因する 74．この音響流によってコンセプトによる細胞のパターニングが阻害

されたと考えられる． 
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Figure 2-24. Cell patterning results with each maximum vibration displacement of the 
resonance vibration having single nodal circle (A) and cross-circle node (B). (B-1, 2, 
and 3) shows the results with maximum amplitudes of 1.0, 1.5, and 2.0 µm. Cell density 
was normalized to the cell density without vibration (mean + standard deviation, n = 4). 
 

Figure 2-24. . Cell patterning results with each maximum vibration displacement of the resonance vibration having single nodal circle
(A) and cross-circle node (B). (B-1, 2, and 3) shows the results with maximum amplitudes of 1.0, 1.5, and 2.0 µm. Cell density was
normalized to the cell density without vibration (mean + standard deviation, n = 4).
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Figure 2-25. Cells stained with Calcein AM after cell patterning with cross-circle node 
having a maximum vibration displacement of 1.5 µm. (A) Along the antinode direction. 
(B) Along the node direction. 
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 さらに，円型と十字型の節を併せ持つ固有振動モードにおける至適な最大振幅の振動を用

いたパターニングで，それぞれの細胞密度の測定位置における振動振幅と細胞密度の関係を

Figure 2-26 に示す．この図から，振動振幅 Aと細胞密度 Dの関係は 

D = –2.21A + 2.43（2-6） 

のように表されることが明らかになった．さらに，本パターニング手法において，細胞が接

着するための振幅の閾値が存在することも示唆された．なお，円型と十字型の節を併せ持つ

固有振動モードを振動数 21.4 kHz で励振した際の，細胞が培養面に接着する閾値は 1 µm 近

傍にあることが明らかになった． 

 ここからは，培養面に接着した細胞数に関して結果と考察を述べる．励振する最大振幅と

細胞の接着数との関係を Figure 2-27 に示す．同図より，円型の節を有する固有振動モードを

励振した際の最大振幅が 4.5 µm 以下の際と，円型と十字型の節を併せ持つ固有振動モードを 

  

Figure 2-26 Normalized cell density as a function of vibration amplitude at a maximum 
amplitude of 1.5 µm. Cell density was measured along the antinode direction and 
normalized to the cell density without vibration (mean ± standard deviation, n = 4, ** : p 
< 0.01). Linear regression is conducted with the data with the amplitude of 1 µm or 
smaller since the amplitude of 1 µm is obviously the threshold for the cell manipulation. 
This cell patterning was performed by resonance vibration having cross-circle nodal. 
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励振した際のすべての条件では，振動を励振していないときと比較して，培養面に接着した

細胞数に有意差がなかった．一方で，円型の節を有する固有振動モードの最大振幅が 6 µm の

ときは最大振幅が 4.5 µm 以下のときと比較して，接着した細胞数および全細胞数が有意に少

なかった．この減少した細胞数は，振動により破砕された細胞数と考えられる．血球計算盤

で細胞数を数える際にはトリパンブルー溶液で染色したが，破砕された細胞は観察できない

ため数えることができない．振動によって細胞を破砕してタンパク質を抽出する装置がある 

  

Figure 2-27. Relationship between the number of adhered and floating cells and 
maximum vibration displacement (n = 3). (A) Single nodal circle. (B) Cross-circle nodal. 
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ことからも，本結果の妥当性が伺える 132．また，その他の条件では細胞が死滅していないこ

とがわかる．振動の腹近傍と比較して節近傍における細胞密度が大きい場合，腹近傍に存在

した細胞が振動により節近傍に集積されている可能性と腹近傍における細胞が剥離または死

滅している可能性が考えられる．しかし，コンセプトの細胞パターニングが可能となった条

件において，培養面に接着している細胞数は振動を励振していないものと同等である．この

ことから，もともとは腹近傍にいた細胞が節近傍に集積されているものと考えられる．すな

わち，培養面の固有振動モードの節に生細胞をパターニングすることが可能であると明らか

になった． 

 

2.7 小括 

 

 本章では，金属（SUS316L）製の細胞培養面を有する細胞パターニングデバイスを設計，製

作し，本研究における細胞パターニングのコンセプトを確認した．具体的には，以下の手段

で研究を行なった．まず，培養面の固有振動を用いて細胞をパターニングすることを提案し

（2.1 節），固有振動を励振する培養面を製作するために，培養面として用いる SUS316L の円

板に圧電素子を接着することで培養基材を製作（2.2 節）した．次に，製作した培養基材を組

み込んだ細胞パターニングデバイスを製作（2.3 節）し，振動特性を評価（2.4 節）した．最

後に，製作，評価した細胞パターニングデバイスを用いて，2.5 節で述べた方法に従って細胞

パターニング実験を行い，培養面の kHz 帯の固有振動を用いた細胞パターニングによって細

胞が振動の節にパターニングされること，パターニングされた細胞は生存していたこと，用

いる固有振動モードに応じた至適な振動振幅があることを明らかにした（2.6 節）． 
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Figure 3-2. Principle of cell patterning using resonance vibration of culture surface Figure 3-2. Principle of cell patterning using resonance vibration of culture 
surface  

Figure 3-3. Principle of cell patterning using resonance vibration of culture 
surface  

Figure 3-3. Principle of cell patterning using resonance vibration of culture surface 
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Figure 3-4. Eigenvalue analysis (ANSYS 16.0). Colored bar indicates out-of-plane displacement normalized to the maximum amplitude. 
A: Resonance vibration having single nodal circle (vibration frequency, 8.7 kHz). B: Resonance vibration having line-circle nodal pattern  
(vibration frequency, 16.6 kHz).

‐1 0 1

A B

Figure 3-4. Eigenvalue analysis (ANSYS 16.0). Colored bar indicates out-of-
plane displacement normalized to the maximum amplitude. A: Resonance 
vibration having single nodal circle (vibration frequency, 8.7 kHz). B: 
Resonance vibration having line-circle nodal pattern  (vibration frequency, 
16.6 kHz). 
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SUS316L plate Piezoelectric 
substrate Adhesion layer

Diameter�
mm 35 30 30

Thickness�
mm 1 0.5 0.001

Table 3-1 Dimension of the ultrasonic transducer
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2.2

Figure 3-8 SUS316L

 

  

Figure 3-5. Method of inputting AC voltage on the piezo electric substrate. (A) Resonance vibration having single nodal circle. (B) 
Resonance vibration having line-circle nodal pattern.
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C

and have a phase difference of π  
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Figure 3-5. Method of inputting AC voltage on the piezo electric substrate. 
(A) Resonance vibration having single nodal circle. (B) Resonance vibration 
having line-circle nodal pattern.�

‐1 0 1

A B

Figure 3-6. Piezoelectric structure coupled analysis (ANSYS 16.0). Colored bar indicates out-of-plane displacement normalized to the 
maximum amplitude. A: Resonance vibration having single nodal circle (vibration frequency, 9.9 kHz). B: Resonance vibration having line-
circle nodal pattern  (vibration frequency, 19.3 kHz).

Figure 3-6. Piezoelectric structure coupled analysis (ANSYS 16.0). Colored bar indicates 
out-of-plane displacement normalized to the maximum amplitude. A: Resonance 
vibration having single nodal circle (vibration frequency, 9.9 kHz). B: Resonance vibration 
having line-circle nodal pattern  (vibration frequency, 19.3 kHz). 
�
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Figure 3-7. Dimension of the vibration transducer (A) Upper view. (B) Side view.

Figure 3-7. Dimension of the vibration transducer (A) Upper view. (B) Side view. 
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Figure 3-8. Dimension of the jig attaching piezoelectric substrate to SUS316L plate. (A) Upper view. (B) Side view
Figure 3-8. Dimension of the jig attaching piezoelectric substrate to SUS316L plate. (A) 
Upper view. (B) Side view 
 

Figure 3-9. Schematic image to show how to use the jig attaching piezoelectric substrate to SUS316L plate.

The jig attaching piezoelectric 
substrate to SUS316L plate.

SUS316L plate

Piezoelectric substrate

Figure 3-9. Schematic image to show how to use the jig attaching piezoelectric substrate 
to SUS316L plate. 
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Figure 3-10. Design of the cell patterning device. (A)Over view  (B) Upper view. (C)Cross-section view Figure 3-10. Design of the cell patterning device. (A)Over view  (B) Upper view. 
(C)Cross-section view  
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Figure 3-11. Dimension of the acrylic cover  
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Figure 3-11. Dimension of the acrylic cover   
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Figrue 3-12

Figure 3-13
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VL-C ULVAC G-50SA

ULVAC KIKO Inc.

Isotemp Vacuum Oven Model 280A Fisher Scientific 60˚C 24

Figure 3-14  

  

Figure 3-11. Dimension of the acrylic cover   

10 mm

Figure 3-12. Mold fabricating silicone rubber on the vibration transducer Figure 3-12. Mold fabricating silicone rubber on the vibration transducer  
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Figure 2-15
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Figure 3-13. Schematic image showing how to use the silicone rubber moldFigure 3-13. Schematic image showing how to use the silicone rubber mold 
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Figure 3-14. Fabricated cell patterning device using ubiquitous culture dish Figure 3-14. Fabricated cell patterning device using ubiquitous culture dish  
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Figure 3-15. Relationship between driving frequency and normalized vibration displacement (voltage, 40 V). The displacement was in 
the out-of-plane direction and normalized to the maximum value at resonance. 

0

0.5

1.0

1.5

6.9 7.1 7.3 7.5 7.7 7.9 8.1

N
or

m
al

iz
ed

 d
is

pl
ac

em
en

t 

Driving frequency, kHz

Figure 3-15. Relationship between driving frequency and normalized vibration displacement 
(voltage, 40 V). The displacement was in the out-of-plane direction and normalized to the 
maximum value at resonance.  
 

Figure 3-16. The relationships between input voltage and vibration displacement .
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Figure 3-16. The relationships between input voltage and vibration displacement . 



3  
   

  

83 

V (V) A (µm)  

A= 0.18V + 1.22  (3.5) 

 

Figure 3-17

V (V) A (µm)  

A = 0.58V + 1.50 (3.6) 

 

  

0

5

10

15

20

25

0 10 20 30 40

y = 0.58x + 1.50
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Figure 3-17.  The relationship between the output from the sensor electrode and the maximum 
vibration displacement.  
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Figure 3-18. Positions where vibration displacements were measured at every 3 mm with single nodal circle Figure 3-18. Positions where vibration displacements were measured at every 3 mm with single 
nodal circle  
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Figure 3-19. Comparison of measured and analyzed vibration displacement of the resonance vibration. 
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Figure 3-19. Comparison of measured and analyzed vibration displacement of 
the resonance vibration.  
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Figure 3-20. Temperature variation of the medium during cell patterning with each vibration amplitude.
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Figure 3-20. Temperature variation of the medium during cell patterning with each 
vibration amplitude. 
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Figure 3-21. Schematic image showing how to measure cell distribution.
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Figure 3-21. Schematic image showing how to measure cell distribution. 
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Figure 3-22. Fluorescent images of the cell patterning results with A: the control or a maximum amplitude of B: 5 µmp-p, C: 10 µmp-p, and D: 15 µmp-p. 
The number of seeded cells was 2.0 � 105 and patterned cells were cultured for 6 h. Live cells were dyed with Calcein-AM. The broken line shows the 
edge of the dish. Scale bar shows 10 µm.
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Figure 3-22. Fluorescent images of the cell patterning results with A: the control or a 
maximum amplitude of B: 5 µmp-p, C: 10 µmp-p, and D: 15 µmp-p. The number of seeded 
cells was 2.0 × 105 and patterned cells were cultured for 6 h. Live cells were dyed with 
Calcein-AM. The broken line shows the edge of the dish. Scale bar shows 10 µm. 
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Figure 3-23. Cell patterning results of the control cells (A) and cells with a maximum amplitude of 5 µm (B), 10 µm (C), and 15 µm (d) (mean � SD, n = 
4).  Comparison of the amplitude distribution and the cell distribution. The number of seeded cells was 2.0 � 105 and seeded cells were cultured for 6 
h. The ratio of the area of live cells to the area of the entire square was calculated as cell density.

Figure 3-23. Cell patterning results of the control cells (A) and cells with a maximum 
amplitude of 5 µm (B), 10 µm (C), and 15 µm (d) (mean ± SD, n = 4).  Comparison of the 
amplitude distribution and the cell distribution. The number of seeded cells was 2.0 × 105 
and seeded cells were cultured for 6 h. The ratio of the area of live cells to the area of the 
entire square was calculated as cell density.     
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Figure 3-24. Cell patterning results of cells with a maximum amplitude of 5 µm (A), 10 µm (B), and 15 µm (C) (mean � SD, n = 4). Relationship
between the vibration amplitude, A, and the cell density. D. The number of seeded cells was 2.0� 105 and patterned cells were cultured for 6 h. The
ratio of the area of live cells to the area of the entire square was calculated as cell density.
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Figure 3-24. Cell patterning results of cells with a maximum amplitude of 5 µm (A), 10 µm 
(B), and 15 µm (C) (mean ± SD, n = 4). Relationship between the vibration amplitude, A, 
and the cell density. D. The number of seeded cells was 2.0 × 105 and patterned cells 
were cultured for 6 h. The ratio of the area of live cells to the area of the entire square 
was calculated as cell density.    
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Figure 3-25. Fluorescent images of the samples after cell patterning with (A, C, E) a maximum amplitude of 10 µm and (B, D, F) control.
Samples were cultured for 24 h (A, B), 72 h (C, D), and 120 h (E,F). Live cells were dyed with Calcein-AM. Scale bars indicate 10 mm.
Broken lines show the edges of the dish.
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Figure 3-25. Fluorescent images of the samples after cell patterning with (A, C, E) a 
maximum amplitude of 10 µm and (B, D, F) control. Samples were cultured for 24 h (A, 
B), 72 h (C, D), and 120 h (E,F). Live cells were dyed with Calcein-AM. Scale bars indicate 
10 mm. Broken lines show the edges of the dish. 
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Figure 3-27. Cross section images of patterned (A) and control (B) samples, respectively. Cell nuclei and β-actin were stained 
with Hoechst33342 (blue) and Rhodamine Phalloidin (red), respectively. Scale bars indicate 10 µm. 
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A

Figure 3-27. Cross section images of patterned (A) and control (B) samples, respectively. 
Cell nuclei and β-actin were stained with Hoechst33342 (blue) and Rhodamine Phalloidin 
(red), respectively. Scale bars indicate 10 µm.  
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Figure 3-26. Proliferation of the samples (mean � SD, n = 4, *p < 0.05, **p < 0.01). Np: Number of patterned cells. Nc: Number of control cells. 
Figure 3-26. Proliferation of the samples (mean ± SD, n = 4, *p < 0.05, **p < 0.01). Np: 
Number of patterned cells. Nc: Number of control cells.  
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Figure 3-28. Schematic image of the reason why cells were piled up when patterned. (A) Cells making monolayer. (B-1) Patterned cells. (B-2) Shrunk cells. 

Cell

A

B-1

B-2

Culture dish Cell-cell adhesion Cell-wall adhesion

Figure 3-28. Schematic image of the reason why cells were piled up when patterned. (A) 
Cells making monolayer. (B-1) Patterned cells. (B-2) Shrunk cells.  
 



3  
   

  

98 

 

3.6.4  

  

 

115,150 β

WB

WB Figure 3-29

MHC LIFR -actin

1 Figure 3-30

 

  

Figure 3-29. Western blot analysis of C2C12 cells. Western blot of patterned and control 
cells using anti-leukemia inhibitory factor receptor (LIFR, top panel), anti-myosin heavy 
chain (MHC) (middle panel), and anti-β-actin (bottom panel) antibodies. Arrows indicate 
the target protein bands.  
 



3  
   

  

99 

 

3.6.5  

  

17.7 kHz

4.5 µm 17.7 kHz  

  

R
el

at
iv

e
ba

nd
in

te
ns

ity
(L

IF
R

/b
-a

ct
in

)

Pa
tte

rne
d

Con
tro

l

0

0.5

1.0

1.5

R
el

at
iv

e
ba

nd
in

te
ns

ity
(M

H
C

/b
-a

ct
in

)

Pa
tte

rne
d

Con
tro

l

0

0.5

1.0

1.5

Figure 3-30. Western blot analysis of C2C12 cells. Relative protein quantities of LIFR and MHC were measured using their band densities on western blots. Protein 
quantities were normalized to the band density of β-actin. The data are expressed as means with standard deviation (n = 3).

Figure 3-30. Western blot analysis of C2C12 cells. Relative protein quantities of LIFR and 
MHC were measured using their band densities on western blots. Protein quantities were 
normalized to the band density of β-actin. The data are expressed as means with standard 
deviation (n = 3).  
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Figure 3-32
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Figure 3-31. Cell patterning results with another resonance vibration mode. The 
maximum amplitude is 4.5 µm. Fluorescent images. Live cells were dyed with Calcein-AM. The 
broken line shows the edge of the dish. The scale bar indicates 10 mm. The number of seeded 
cells was 2.0 � 105 and patterned cells were cultured for 6 h. 

Figure 3-31. Cell patterning results with another resonance vibration mode. The maximum 
amplitude is 4.5 µm. Fluorescent images. Live cells were dyed with Calcein-AM. The 
broken line shows the edge of the dish. The scale bar indicates 10 mm. The number of 
seeded cells was 2.0 × 105 and patterned cells were cultured for 6 h.  
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1-1 0

Figure 3-32. Positions where vibration displacements were measured with line-circle node. The colored bar indicates out- of-plane displacement 
normalized to the maximum displacement. Figure 3-32. Positions where vibration displacements were measured with line-circle 

node. The colored bar indicates out- of-plane displacement normalized to the maximum 
displacement.  
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Figure 3-33. Comparison of the amplitude distribution and cell distribution. Note that when evaluating amplitude distribution the input voltage and
frequency are 30 V and 17.7 kHz, respectively. the vibration amplitude: A, and the cell density: D. The number of seeded cells was 2.0� 105 and patterned
cells were cultured for 6 h.

Figure 3-33. Comparison of the amplitude distribution and cell distribution. Note that when 
evaluating amplitude distribution the input voltage and frequency are 30 V and 17.7 kHz, 
respectively. the vibration amplitude: A, and the cell density: D. The number of seeded 
cells was 2.0 × 105 and patterned cells were cultured for 6 h.  
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Figure 3-33. Relationship between the vibration amplitude, A, and the cell density. D. The number of seeded cells was 2.0 � 105 and patterned cells 
were cultured for 6 h. Figure 3-34. Relationship between the vibration amplitude, A, and the cell density. D. The 

number of seeded cells was 2.0 × 105 and patterned cells were cultured for 6 h.  
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Figure 4-1. Concept of the cell sheet detachment
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Figure 4-1. Concept of the cell sheet detachment 
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Figure 4-2. Culture dish used in the proposed method.  
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Figure 4-4. The mold for silicone rubber. 
 

Figure 4-3. Langevin transducer used in the proposed method 
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Figure 4-5. Cell sheet detaching device (A) Ultrasonic vibration is applied to 
cells to detach them from the bottom of the dish. (B) Device in an incubator. The 
diameter of the dish is 35 mm. 
 

Figure 4-5. Cell sheet detaching device (A) Ultrasonic vibration is applied to cells to
detach them from the bottom of the dish. (B) Device in an incubator.
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Figure 4-6. The state of the resonance in the cell sheet detaching system. 
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Figure 4-6. The state of the resonance in the cell sheet detaching system.  
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Figure 4-7.  Schematic image of how to measure the current.
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Figure 4-7.  Schematic image of how to measure the current. 
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Figure 4-8. Vibration characteristics of the Langevin transducer.
Relationship between input frequency and electric power consumption
(n = 3). Electric power was normalized to the maximum value (12.5 W)
at resonance.
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Figure 4-8. Vibration characteristics of the Langevin transducer.  Relationship 
between input frequency and electric power consumption (n = 3). Electric power 
was normalized to the maximum value (12.5 W) at resonance.  
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Figure 4-9. Vibration amplitude distribution on the transducer surface measured by
a laser Doppler vibrometer. The position of the measurement (A) and the result (B).
Av: vibration amplitude normalized to the maximum value. X and Y: distance from
the center of the Langevin transducer along with respective direction.
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Figure 4-9. Vibration amplitude distribution on the transducer surface 
measured by a laser Doppler vibrometer. The position of the measurement 
(A) and the result (B). Av: vibration amplitude normalized to the maximum 
value. X and Y: distance from the center of the Langevin transducer along 
with respective direction. 
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Figure 4-10. Time course of temperature changes over 1 h of ultrasonic exposure at 
each input voltage measured by a temperature sensor.
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Figure 4-10. Time history of temperature over 1 h of ultrasonic exposure at 
each input voltage measured by a temperature sensor. 
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Figure 4-11. Cell sheets after ultrasonic exposure for 1 h at input voltages of (A) 12.5 V 
or (B) 25 V. 
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Figure 4-11. Cell sheets after ultrasonic exposure for 1 h at input voltages 
of (A) 12.5 V or (B) 25 V.  
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Figure 4-12. Appearance of cell sheets detached at an input voltage of 25 V.
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Figure 4-12. Appearance of cell sheets detached at an input voltage of 25 V. 
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Figure 4-13. Number of cell sheets successfully detached with the corresponding
duration of ultrasonic exposure and input voltage of 25 V. Note that the total number of
trials was 45.
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Figure 4-13. Number of cell sheets successfully detached with the 
corresponding duration of ultrasonic exposure and input voltage of 25 V. 
Note that the total number of trials was 45.  
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Figure 4-14.  Preparation of hematoxylin and eosin stain 
Figure 4-14. Preparation of hematoxylin and eosin stain  
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2 µg/mL mouse anti-chicken MHC monoclonal antibody (MF20; R&D systems, 

Minneapolis, MN, USA) 10,000-fold dilution of horseradish peroxidase (HRP)-

conjugated goat anti-mouse IgG (12-349; Sigma-Aldrich)  VEGF

0.5 µg/mL rabbit anti-human VEGF polyclonal antibody (R30265; NSJ Bioreagents, Carmel 

Mountain Ranch, CA, USA) anti-rabbit IgG (62-6120; Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA) SDF-1 1 µg/mL rabbit anti-human SDF-

1 polyclonal antibody (41422; Signalway Antibody, College Park, MD, USA)

anti-rabbit IgG (62-6120; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

Table 4-1  
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24 24

GAHK-20 Sigma-Aldrich K607-100 BioVision

51119050 Thermo Fisher Scientific

 

 

  

Protein Primary  antibody Secondary antibody

Fibronectin
Mouse anti-human 

fibronectin monoclonal 
antibody

Anti-mouse IgG (whole 
molecule)-peroxidase 
antibody produced in 

goat

Integrin α5
Rabbit anti-human 

integrin α5 polyclonal 
antibody

Anti-rabbit IgG

LIFR Rabbit anti-human LIFR 
polyclonal antibody

Anti-rabbit IgG

MHC
Mouse anti-chicken 
MHC monoclonal 

antibody

Horseradish peroxidase 
(HRP)-conjugated goat 

anti-mouse IgG 

Β-actin
Rabbit anti-mouse β-

actin polyclonal 
antibody

Anti-rabbit IgG 

VEGF Rabbit anti-human VEGF 
polyclonal antibody

Anti-rabbit IgG

SDF-1 Rabbit anti-human SDF-
1 polyclonal antibody

Anti-rabbit IgG

Table. 4-1 Protein and antibody for immunostaining  
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Figure 4-15. Entire calcein-stained cell sheet 

10 mm

Figure 4-15. Entire calcein-stained cell sheet  
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HE Figure 4-
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3

1
173 Figure 4-16

2

3 Figure 4-11(A)

Figure 4-16  

  

Figure 4-16. Cross-section view of an HE-stained cell sheet observed by phase-
contrast microscopy.

100 µm

Figure 4-16. Cross-section view of an HE-stained cell sheet observed by 
phase-contrast microscopy. 
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Figure 4-17. The edge of a fibronectin-stained cell sheet observed by fluorescence 
microscopy. 

500 µm

Figure 4-17. The edge of a fibronectin-stained cell sheet observed by 
fluorescence microscopy.  
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Figure 4-18. The target proteins for WB
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Figure 4-18. The target proteins for WB 
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Figure 4-21

24  

 

  

Figure 4-19. Cell sheets collected by the proposed method (Mp) and conventional
method (Mc) were lysed in SDS-PAGE sample buffer, and proteins were analysed
by western blotting with the following antibodies: anti-fibronectin (220 kDa, first
panel), anti-myosin heavy chain (MHC, 220 kDa, second panel), anti-leukaemia
inhibitory factor receptor (LIFR, 190 kDa, third panel), anti-integrin α5 (150 kDa,
fourth panel), anti-β-actin (45 kDa, fifth panel), anti-vascular endothelial growth
factor (VEGF, 22 kDa, sixth panel), and anti-SDF-1 (10 kDa, seventh panel).
Arrows indicate target bands. Relative protein quantities

SDF-1
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Figure 4-19. Cell sheets collected by the proposed method (Mp) and conventional 
method (Mc) were lysed in SDS-PAGE sample buffer, and proteins were analysed by 
western blotting with the following antibodies: anti-fibronectin (220 kDa, first panel), 
anti-myosin heavy chain (MHC, 220 kDa, second panel), anti-leukaemia inhibitory 
factor receptor (LIFR, 190 kDa, third panel), anti-integrin α5 (150 kDa, fourth panel), 
anti-β-actin (45 kDa, fifth panel), anti-vascular endothelial growth factor (VEGF, 22 
kDa, sixth panel), and anti-SDF-1 (10 kDa, seventh panel). Arrows indicate target 
bands. Relative protein quantities 
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Figure 4-20. Comparison of protein expression in cell sheets. Quantities (Q) of
fibronectin, MHC, LIFR, integrin α5, VEGF, and SDF-1 were measured using
their band densities on western blots. Protein quantities were normalized to the
band density of β-actin and expressed as the quantity relative to the
conventional method (mean� SD, n = 4).

Figure 4-20. Comparison of protein expression in cell sheets. Quantities (Q) of  
fibronectin, MHC, LIFR, integrin α5, VEGF, and SDF-1 were measured using their 
band densities on western blots. Protein quantities were normalized to the band 
density of β-actin and expressed as the quantity relative to the conventional method 
(mean ± SD, n = 4). 
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Figure 4-21. Results of cell sheet metabolism assays. (A) Glucose consumption 
and (B) lactate production after 24 h of culture (mean ± SD, n = 4, *p < 0.05; **p 
< 0.01). Note that Mp and Mc represent the proposed and conventional methods, 
respectively. These assays were conducted after culturing cell sheets detached 
by each method for 24 h. Detached cell sheets were transferred to another 
culture dish and cultured with 2 mL culture medium. Finally, the supernatant was 
collected and monitored after 24 h of culture. 
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Figure 4-22. Overview of the cell detaching device. T25 flask is placed on the 
device via 14-mL water (A). Picture of the device (B). 

T25 culture flask

Langevin ultrasonic 
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Figure 4-24 35 mm
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Figure 4-23 Relationship between input voltage frequency and impedance.Figure 4-23 Relationship between input voltage frequency and impedance.  
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Figure 4-24 Cell sheet detachment from a T25 flask. (A) Appearance of the cell sheet
being detached. (B) Cell sheet detached from the flask. (C) The detached cell sheet
was transferred to a 60-mm dish to observe its morphology.

1 cm

A

1 cm

B

1 cm

C

Figure 4-24 Cell sheet detachment from a T25 flask. (A) Appearance of the cell 
sheet being detached. (B) Cell sheet detached from the flask. (C) The detached 
cell sheet was transferred to a 60-mm dish to observe its morphology.  
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T25 35 mm

3.5.3 4.6.1 

Figure 4-25
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1.3

 

  

100 µm

Figure 4-25 A corner of the cell sheet stained with calcein-AM to
evaluate viability of the cell sheet. The staining indicated that the cell
sheet consisted of live cells.

Figure 4-25 A corner of the cell sheet stained with calcein-AM to evaluate viability 
of the cell sheet. The staining indicated that the cell sheet consisted of live cells.  
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Figure 4-26 Cell species for cell sheet preparation

https://www.cellseed.com/product/upcell/application.html

Figure 4-26 Cell species for cell sheet preparation 
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