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研究成果の概要（和文）：近年，生体への機械的作用を明らかにし，疾患の理解や医療への応用を目指す研究が
盛んになされています．本研究では，瞬間的な力学刺激が細胞に対してどのような影響を与えるのかを調査する
ため，撃力負荷システムを開発しました．細胞は，ナノ秒レーザーにて加速されたカンチレバーによって，ナノ
メートル・マイクロ秒のスケールの変位を与えられます．また細胞応答を，カルシウムイメージングにて観察可
能な系を実現しました．

研究成果の概要（英文）：In recent years, studies that clarify the mechanical action on the living 
body and aim at understanding diseases and applying them to medical treatment are actively 
conducted. In this study, we developed an impulsive force loading system to investigate how the 
instantaneous mechanical stimulus affects cells. Cells are given nanometer and microsecond scale 
displacement by a cantilever accelerated by nanosecond laser. We also acheved observation of a cell 
response with calcium imaging.

研究分野：医用工学，光工学，精密工学
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１．研究開始当初の背景 

 近年，特に再生医療の観点から生体細胞へ

の機械的刺激（メカニカルストレス）が注目

されている．例えば我々の体が何かにぶつか

ったとき，生体内にその機械的作用が伝わる．

音に関して言えば，一般的な細胞であれば 1.5 

µm/ns という速度で音が駆け抜けることと

なる．このように生物はあらゆる機械的刺激

にさらされており，力学作用に起因する骨梁

の形成や血管内皮細胞の調節機能など，これ

らの刺激に生体組織が応答することは古くか

ら知られている．最近では機械的刺激による

幹細胞の分化誘導の研究が盛んに行われてい

る． 

 これまで，引張りやせん断流，静水圧など

の機械的刺激による細胞の応答が調べられて

きた．他にも機械的刺激にはダイナミックな

作用も多く存在する．しかしながら，これら

の機械的作用のメカニズムは未だ明らかにな

っていない．なぜなら，細胞は複雑な構造体

であるため，初期の物理ダイナミクスだけで

もすべてを把握するのが困難だからである．

加えて，現象が高速であるため，それらをう

まくモニタリングする技術が存在しない．も

しこれらのメカニズムが解明されれば，基礎

研究では分化制御の実現の可能性を見極める

ことができ，臨床でも機械的作用による血管

新生や骨成長の治療効果向上や新しい医療の

創出につながることが期待される． 

 現在まで，細胞に力学刺激を及ぼす装置は

開発されてきた．例えばピエゾ素子を用いた

刺激，光ピンセットを用いた刺激，磁気ビー

ズを用いた刺激などが用いられてきた．しか

しながらこれらの手法は高速性が欠落してお

り，本研究が対象とするマイクロ秒スケール

の刺激ができない． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，細胞に瞬間的な力学刺激を発

生させる撃力刺激システムを開発し，その細

胞応答を解析することである．撃力刺激はこ

れまでの機器の限界である 10 kHz（100 

マイクロ秒）の刺激を上回る時間幅での力学

刺激を目標とした．また，撃力刺激は瞬間的

であるため，ナノ秒の時間分解能を持つ計測

システムを組み込み，かつ細胞応答をモニタ

リングするために秒スケールのイメージング

系にてそれぞれの時間スケールにおけるダイ

ナミクスを計測するシステムを構築すること

を目的とした． 

 

３．研究の方法 

（１）撃力刺激システム 

 撃力はカンチレバーに Q スイッチナノ秒パ

ルスレーザを集光させることで発生させた．

カンチレバーの根元に集光されたパルスによ

り瞬間的にひずみが生じ，先端で変位が発生

する．パルスレーザのパルス幅は 5 ナノ秒で

あり，加えるエネルギを変化させることで与

える変位を制御できる．また，カンチレバー

の長さを変えることで，撃力の時間幅を調整

することができる． 

 細胞とカンチレバーの位置決めは細胞の明

視野像を見ながら行う．細胞の高さ方向には

ピエゾステージが組み込まれており，細胞と

カンチレバーの間隔をナノメートルのスケー

ルで制御することが可能である． 

 

（２）マルチスケール測定システム 

 細胞へ力を与えるカンチレバーのモニタリ

ングは，光てこの原理を用いて行った．カン

チレバーの先端にヘリウムネオンレーザを集

束させ，反射した光の振れからカンチレバー

先端の変位をナノメートルの分解能で計測可

能とした．この変化はマイクロ秒の時間スケ

ールで起こるため，高速フォトダイオードに

て検出した． 

 また，ミリ秒から秒スケールの細胞応答を

モニタリングするためにカルシウムイメージ

ングを行うシステムを組み込んだ．白色光源

から光学フィルタを用いて励起光を取り出し，

ダイクロイックミラーを通して細胞へと導光

した．細胞からの傾向はダイクロイックミラ

ーを通り，光学フィルタを経て高感度カメラ

にて画像が取得される． 

図１ システム全体図 



 また，本システムは明視野観察，蛍光観察

ともにさらに長い時間スケールのタイムラプ

スイメージングも行うことが可能である．こ

れらの全体図を図１にしめす． 

 

４．研究成果 

（１）撃力負荷システムの評価 

 カンチレバーを用い，水中での撃力負荷実

験を行った．なお，カンチレバーの光てこと

実際の変位のキャリブレーションは，ピエゾ

ステージの駆動における光てこのシグナルの

変化から行った． 

 図２は長さ 130 µm のカンチレバーの変位

の時間変化と，それをフーリエ変換したもの

である．計測結果より，2.7 マイクロ秒の時

間にて，58 nm の変位を発生させることに成

功した．これは周波数としては 366 kHz に相

当し，既存のデバイスの時間スケールを更新

した．また，例えば 350 µm のカンチレバーを

用いると，22.8 マイクロ秒の時間幅にて変位

を与えることが可能であり，様々な時間幅で

の刺激が可能であることを示した．一方，残

留振動が低い周波数成分として残っており，

現在 2 発のパルスレーザを用いて打ち消す方

法を開発中である． 

 

 

（２）細胞に対する撃力負荷実験 

 撃力刺激に対する細胞応答を解析するため

に，開発したシステムを用いて培養細胞を用

いた刺激実験を行った．細胞にはヒト由来の

がん細胞 HeLa を用いた．カルシウムイメージ

ングのために Fluo4-AM を用いた．カンチレバ

ーで負荷した変位は 312 nm，時間幅は 2.3 マ

イクロ秒である．また，カルシウムイメージ

ングの撮影速度は 2 fps とした． 

 カンチレバーと細胞の位置合わせは明視野

観察にて行った（図３）．観察像から，細胞に

カンチレバーが触れているか否かを判断し，

わずかに触れた高さを撃力刺激の開始点とし

た． 

 図４にカルシウムイメージングの結果を示

す．撃力が負荷された瞬間に細胞内カルシウ

ムイオンの濃度上昇を確認することができた．

これは一般的に観察される，機械刺激による

細胞応答と同様の現象である．一方で，カル

シウムシグナルの減少がその後見られた．こ

れは現在も解析中であるが，加えた撃力刺激

により膜にわずかな損傷が生じたことが要因

の一つとして考えられ，細胞膜不透過性の蛍

光分子を用いた検証を進めてゆく予定である． 

 このように本研究では，細胞に対する撃力

刺激を負荷するシステムを開発し，マイクロ

秒の時間スケールで数十ナノメートルオーダ

ーの制御された変位を細胞に負荷することが

できることを示した．この成果は音波による

生体作用など瞬間的な細胞刺激を検証し，メ

カニズムを理解する重要なマイルストーンに

位置づけされる． 

図２ 長さ 130 µm のカンチレバーを

用いた撃力負荷結果 

図３ カンチレバーによる細胞刺激 

図４ 撃力刺激による細胞内カルシウム

イオン濃度の変化 
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