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研究成果の概要（和文）：蛍光ライブイメージングと画像解析法により、細胞骨格ならびに細胞

間に発生する変形を評価する手法の確立を目指した。この手法は、細胞骨格間の力学相互作用

や細胞集団の運動を議論するための足掛かりとなるはずである。 
 
研究成果の概要（英文）：We tried to establish methods to measure strain within 
cytoskeletons or strain between cells. These methods will help us to study mechanical 
interaction between cytoskeletons or multi-cellular movement. 
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１．研究開始当初の背景 
 多細胞生物における胚の発生には、細胞集
団が協調して運動することが重要である。協
調的に運動するためには、ケモアトラクタン
トのような生化学的な要因と、細胞が出す
「力」やそれに伴う「歪」などの物理学的な
要因が重要だと考えられている。生化学的な
要因については遺伝子解析などにより少し
ずつ明らかになってきているが、物理学的な
要因については、測定の困難さからか立ち遅
れているのが現状である。新たな測定・解析
手法を用いて、細胞集団内における物理学的
な要因を調べてゆくことが重要だと考える。 
従来の方法でライブイメージングから

「歪」を算出する場合、手作業による解析が
主であった(例えば -actinin のドット間の距
離をマニュアルで計測する)。しかしながらこ
の方法では、画像内の特徴的な点を人が判断
するために、対象とするタンパク質の局在に
対する制約が存在する。一方、本研究では、
画像の蛍光強度分布を元に「歪」解析を行う

ため、アクチン繊維のように一見すると一つ
ながりの繊維に見えても、解析アルゴリズム
により、その繊維中に発生する「歪」を解析
することが可能になる。また、FRAP を用い
た「流れ」解析では、局所的な情報は得られ
ても、細胞全体や細胞集団全体に対する空間
分布を測定することはできない。これらの問
題点を解決するような手法開発が必要であ
ると考える。 
 
２．研究の目的 
多細胞生物の器官形成において細胞間の

張力等の力学効果が注目されている。本研究
では、この効果を明らかにするために、細胞
集団の形態形成や集団運動における細胞内
や細胞間に生じる「歪」の空間分布およびそ
の時間発展を可視化する手法を開発する。本
手法では、デジタル画像相関法を発展させて、
細胞集団の長時間動画から「歪」の空間分布
およびその時間発展を可視化することがで
きる画像解析方法を開発する。次に、この解
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析を高精度でおこなうための、細胞や細胞集
団の細胞骨格、細胞接着や細胞内張力等に関
係する情報分子の分布やその時間変化の観
測法の最適化をおこなう。これらによって、
細胞が形態形成時や集団運動時における協
調性に対する力学的効果を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 細胞集団が運動する際の細胞－細胞間に
おける力学バランスを明らかにするために、
蛍光タンパク質を融合させた細胞間接着タ
ンパク質のライブセルイメージングを行い、
得られた画像をデジタル画像相関法によっ
て数値解析することで、細胞集団全体に対す
る「歪」の空間分布を測定する。さらに、細
胞集団における個々の細胞の運動方向と
「歪」の空間分布と対応させることで、細胞
集団による協調的運動の力学モデルを提案
する。本研究では以下のことに取り組んだ。 
（１）細胞骨格に発生する物理量測定法の

確立 
（２）細胞集団運動時における細胞間接着

領域の物理量の時空間変化測定 
 
４．研究成果 
（１）細胞骨格に生じた物理量を評価する手
法の開発を行った。蛍光標識した対象物が動
く様子を一連の画像として撮影し、画像間で
の同一点の探索から対象物の変位の空間分
布を求めるプログラムを作成した(画像相関
法)。開発したプログラムを用いて、蛍光タグ
付き中間径フィラメント(vimentin)を細胞に
発現させ、他の細胞骨格フィラメントである
ア ク チ ン 繊 維 を 崩 壊 さ せ る 試 薬
(Cytochalasin D)を投与した際における中間
フィラメント繊維に発生した変位を評価し
た(図１)。さらに平行移動成分と歪成分の平
均値を解析し、時間変化を評価した。 
 

図１ 中間径フィラメントに生じた変形解
析 
 

アクチン繊維の崩壊とともに平行移動成分、
歪成分の両方ともに上昇すること、平行移動
成分についてはその後減少してゆくことを
発見した。これらの結果は、細胞内でアクチ
ン繊維とビメンチン繊維が力学的に相互作
用していることを示唆している。 
 さらに、他の細胞骨格である微小管とビメ
ンチン繊維との力学的相互作用を明らかに
するため、蛍光タグ付き中間径フィラメント
と微小管(tubulin)を発現させた細胞に対し
て、微小管を崩壊させる試薬(Nocodazole)を
投与し、その際の中間径フィラメントに発生
した変位を画像相関法によって評価した。さ
らに、変位の空間分布から歪の平均値の時間
変化を評価した(図２)。 

図２ 微小管崩壊下での中間径フィラメン
トに生じた変形解析 
 
アクチン繊維を崩壊させたときとは異なり、
中間径フィラメント繊維には有意な歪は生
じなかった。この結果は、微小管は中間径フ
ィラメントとさほど大きな力での相互作用
をしていないか、もしくは、微小管の物性値
がアクチン繊維よりも小さいか、どちらかの
可能性を示唆している。 
 画像相関法プログラムの開発と細胞骨格
タンパク質発現用プラスミドの構築によっ
て、細胞骨格に生じた変形を評価することが
可能となり、さらには、細胞骨格間の力学バ
ランスを議論することが可能となった。 
 
（２）細胞－細胞間に生じた変形を評価する
方法を模索した。細胞－細胞間接着タンパク
質に赤色もしくは緑色の蛍光タンパク質を
結合させ、上皮細胞集団に発現させた。赤色
と緑色の細胞が隣接している状況のものを
細胞集団内から探し出し、光学顕微鏡を用い
て細胞間接着領域を観察した。広い視野での
観察では、赤と緑が重なり、黄色に見えたが、
拡大すると、細胞－細胞間の赤と緑色をわず
かではあるが分離することが出来た。細胞集
団に移動スペースを与えないような密集し
た状況でタイムラプス観察したところ、この
細胞間距離は一定であった。しかしながら、
個々の細胞の収縮力を増加させる試薬を投
与したところ、細胞間距離が一時的に短くな
った。さらに、数分という時間スケールで細
胞間距離は元のレンジに戻って行った。現在、



 

 

この手法の妥当性を免疫蛍光染色法や他の
顕微鏡法と合わせながら、確認をすすめてい
る。 
 細胞集団の運動の定量化に着手した。核に
局在するタンパク質に蛍光タンパク質を融
合させ、それを上皮細胞に導入することで、
恒常的に発現するような株を作製した。さら
に核のトラッキングから、個々の細胞の移動
の数値化を試みた（図３)。 
 

図３ 細胞集団に対する移動解析 
 
細胞の運動解析の結果、観察のあるタイミン
グで移動速度が増加する細胞と減少する細
胞が存在していることが明らかとなった。こ
の時間的空間的な移動速さの違いが細胞集
団全体での特徴的な移動様式にどのように
貢献するのか、細胞－細胞間の変形解析に加
えて、細胞下の基質の変形解析法を構築する
ことにより、今後、明らかにしていく予定で
ある。 
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