
研 究 報 告 書 

 
「生体内細胞の周辺環境物性認識システムの解明」 

研究期間： 平成１９年１０月～平成２３年３月 

研 究 者： 原田 伊知郎 

 

１． 研究のねらい 

  体の臓器や組織の機能主体は細胞である。しかし、単に様々な種類の細胞が塊となって

一つの臓器が構成されているわけではない。細胞は細胞外マトリクスと呼ばれる巨大な分子

からなる足場に接着し、それによって整頓された形で存在している。コラーゲンも代表的な細

胞外マトリクスの一つである。細胞外マトリクスは組織や細胞をつなぐ単なる糊のような存在

であると思われていたが、近年、細胞はインテグリンと呼ばれるレセプターを介して様々なマト

リクス分子に接着・認識することで本来の機能を発揮していることが明らかにされてきた。加

えて、細胞は同一のマトリクスに接着していても、その足場の固さをも認識して、増殖・分化・

移動などの機能を調整していることが明らかになってきた。細胞は足場との接着点に常に力

を加え、その力に対してどの程度マトリクスが変形するのかという物理的な情報を取得してい

ると考えられている。 

 現在までこのような足場の固さを認識する分子センサーモデルが考案されているもののそ

の具体的な機構については明らかにはなっていない。また、足場の固さ依存的に特異的に活

性化する分子機構の存在についても見出されていない。足場の物性が異なるときに観察され

る分子挙動としてもっとも顕著なことは、接着点に局在化する分子の集合・解離の速さが著し

く異なるということであり、それらの平均的な活性化量については大きな変化として検出され

ない。本研究では、そのような分子の動的挙動に着目し、それら分子の「局在・解離の“ゆら

ぎ”がセンサーになっているのではなか」という作業仮説を出発点に、細胞が周辺環境の物性

を認識する機構の解明を目指した。   

 細胞が力や歪みのような物理情報をどのように化学的な情報へと変換しているのか、メカニ

ズムの解明をもっとも困難にしているのは、“細胞の力“という物理情報と生化学的な知見と

の対応である。そこで本研究では、細胞が接着点にかける力と接着点に関与する分子との関

係を明らかにするために、

光ファイバーを歯ブラシの

ようにポストをアレイ化した

マイクロ加工培養基板を創

製し（図 1）、細胞が接着点

にかける力の大きさと、そ

こに局在するシグナル分子

との相関関係から、細胞が

足場の物性をどのように検

出・認識しているのかを明

らかにすることを目標とし

た。 
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２． 研究成果 

（１）計測手法の確立 

  細胞が接着点にかける力の大きさと、そこに集結するシグナル分子局在の時間変化との

相関関係を検出する方法として、新しいタイプの微細加工培養基板の開発を試みた。現在ま

で、様々なマイクロパターン培養基板が開発されている。しかし、本研究の目的を達成するた

めには現在まで開発されているものに加え、１．足場となるポスト自体の固さが可変可能、２．

蛍光分子の観察が可能、３．細胞が分泌する細胞外マトリクス等の非特異的吸着がない、と

いう条件を満たすものでなくてはならない。そこで、本研究では屈折率の高いハイドロゲルを、

直接基板となるカバーガラスから林立させた培養基板の開発を試みた。ハイドロゲルであれ

ば原料となる架橋剤の仕込み量を変えることで固さの調整が可能であり、タンパク質の非特

異的吸着を回避できる。また、ガラスから直接ポストを林立させることで、ポスト一つ一つを光

ファイバーのような光源とし、接着点のみの蛍光分子局在の観察が期待できる。しかし、鋳型

を用いる従来のマイクロパターン基板の作製方法では柔らかいハイドロゲルを直接ガラス上

へ林立させることは難しい。そこで、本研究では２光子励起重合法という重合技術を用いるこ

とで、新しいタイプの培養基板の作製を行った。２光子励起重合法によるハイドロゲル重合の

一般的な方法はないため、様々な光重合開始剤と素材となるモノマー、及び架橋剤との組み

合わせによる材料選定を行った。その結果、水溶液中のモノマーを重合させるためには、架

橋剤と数種類の光重合剤の組み合わ

せが存在することが明らかになった。水

溶液のまま光照射によって重合できる

ハイドロゲルは、培養液のような塩濃

度中においても透明であり、加えて高

い屈折率を有していることも分かった。

ポストの形状は高さ５〜１０μm、直径１

〜２μｍの高アスペクト比のものが作

製可能であった。また、本技術によって

作製した培養基板上において細胞の培

養も可能であり、ポスト先端に細胞が

接着することが分かった（図２）。 

 

（２）細胞の力計測と局在分子観察 

 力の計測方法は、作製したポストの

形状、及び弾性率を原子間力顕微鏡に

て計測し、理論値による算出を行った。

この方法では、ポスト先端部位の変位

を画像解析により計測することで力を

算出するため、リアルタイムで計測する

ことが可能である。この一連のプロセス

を自動処理するプログラムを作製する 

ことで、細胞の力の動的変動を計測する 

ことが可能になった。しかし、計測されたものは作製した基板評価に基づく間接的な算出であ

ったため、直接細胞が力をかけた様子を実験的に再現することで、ポストの屈曲と力の関係

を実測する必要性があり、今後の課題である。また、実際に計測するものは「ポストの変形」

であり、力がかかっていてもそれらが釣り合っている場合については判定ができない。このこ

とは、領域会議でも議論された力の計測の本質的な問題点である。現時点では、細胞が接触

しているポスト全ての変形量から予測できるのではないかと考えているが、その理論的予測

についても今後の課題である。 
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 作製した培養基板を光ファ 

イバーのような光源として用 

いることも可能であることが 

確認された（図３）。図に示す 

ように、アクチンファイバーが 

集結するところにのみ強い蛍 

光が観察された。このような 

光ファイバー型としてのリア 

ルタイム計測について現在 

行っている。 

 
 
 
 

（３）蛍光タンパク質導入の検討 

 細胞内タンパク質のリアルタイムイメージングでは蛍光タンパク質を付加した分子を導入す

るのは一般的な方法である。しかし、細胞外マトリクスとの接着点に局在化する分子の発現

量は、分子複合体の形成・解離のキネチクスに影響を与える可能性が考えられる。このため

本研究の開始と同時に、様々な分子の過剰発現による細胞移動などの影響について検討を

行ってきた。その結果、接着点局在分子である vinculine, focal adhesion kinase, talin は分子複

合体形成のキネチクスに影響を与えてしまうことが分かった。また paxillin, zyxin のようにそれ

らの発現量の大小に対して、キネチクスに大きな影響を与えないアダプタータンパク質も存在

することが分かった。このような分子を複合体マーカーとして力の同時計測が可能であると考

えられる。また、これらの予備的検討中において、細胞が発揮するちからに依存して分解を受

ける分子が存在し、その分解プロセスが分子複合体形成プロセスおいて重要な役割を果たし

ているということが、予期せぬ結果として得られた（現在投稿準備中）。 

     

３． 今後の展開   

 細胞の足場に対する物性認識システムは単に正常な機能を維持するだけではなく、創傷治

癒や様々な疾患、癌細胞の移動など病態に関わる現象に関与することが多い。今後は開発

した細胞の物性認識計測方法を用いることによって、様々な生理機能との関わりについて応

用展開するとともに、細胞の発揮する力がどのように化学的な情報へと変換していくのか、そ

の一般的なシステムについて明らかにしていきたい。 

 

４． 自己評価 

 本研究開始当初の出発点は培養基板を用いることで細胞の発揮する力と分子複合体形成

のキネチクスの同時動的計測が前提であったが、予想以上に計測技術の確立に多くの時間

を費やしてしまい、具体的な分子モデルの追求には至らなかった。しかし、本研究を通して、

細胞が接着点に発揮する力の動的な変動に対して接着点に形成される分子複合体の動的

変動は著しく速いことが明らかになり、本研究のねらいであった、分子複合体形成過程そのも

のにセンシング機構の実体があることが示唆された。研究開始時と比較し、現時点における

接着点からのシグナル伝達について、その動的な変動が注目されるようになってきている。そ

のようななかにおいて、本研究で達成した力と分子の同時動的計測技術は、今後物性認識メ

カニズムの解明に大きく貢献できると考えている。また、開発した培養基板は作製に非常に特

殊な技術が必要であるものの、細胞を観察し計測するためには特殊な技術を必要としない汎

用性の高いものとすることができた。今後はその汎用性を生かし、細胞の機械的なパラメータ

と生理的機能を関連づけることによって、生理機能の新しい計測技術への応用展開も目指し

たい。 

 

 
 

548



５． 研究総括の見解 

 細胞が接着点にかける力と接着点に関与する分子との関係の解明に向けてのユニークな

系の確立ができた。今後、本技術を利用して、足場の物性を認識する仕組みの理解が進むこ

とが期待出来、楽しみである。 
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