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研究成果の概要（和文）：本研究は再生医療を視野に入れた神経分化制御において, 剪断応力を利用する手法の
構築を目指し, マイクロファブリケーション技術で作成した培養器による研究を展開した. 様々な剪断応力を加
えることができる培養デバイスでは, 剪断応力に依存して細胞の遊走能や形態, 配向に影響が出ることを突き止
めた. また同様のマイクロ流路内での流体の性質を利用し, 接着因子との組み合わせで細胞の一部分のみを刺激
因子を含んだ流体に暴露する手法の詳細を検討したり, 拡散を組み合わせて定量的に液性因子刺激を加えられる
環境を作って細胞運命決定の最初のステップと考えられている分裂方向制御に必要な液性因子の濃度勾配を示し
た.

研究成果の概要（英文）：We developed cell culturing devices which can provide various shear stresses
 to cells. We found that shear stress changes the migration ability, morphologies and the 
orientation of cells. We also applied the characteristics of microfluidics in the devices for 
providing humoral stimuli only to a part of a cell instead of a whole cell, by the combination with 
extracellular matrix arrangement. We also developed a device which can control the concentration 
gradient of humoral stimuli. We got a biological finding with this device that there exist a 
quantitative threshold of concentration gradient for the decision of proliferation axis, which 
strongly connects with the cellular fate.
We developed these cell culturing devices to use shear stress to control neural differentiation for 
regenerative medicine. New effective medication for neuronal disease are desired by society and the 
needs will increase. We are planning to use our tools for more practical medication based on the 
above results. 

研究分野： システム生物学, 定量生物学, 物理化学, 分子生物学

キーワード： 再生医療　マイクロ流体デバイス　神経細胞分化　細胞遊走　細胞運命決定

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
剪断応力の神経系の細胞に対する影響を多岐にわたり調査する上で効果的なツールを作成した. これにより, 神
経細胞が発生の過程で見せる振る舞いである, 遊走, 配向, 神経細胞間ネットワーキングにおける剪断応力の影
響を調べることが可能となった. 同時に, 細胞の一部分という微小領域に限局的に刺激を与える方法として, 本
研究成果は実用的な手法の可能性を示している. また神経系に分化する培養細胞において, 細胞運命決定におけ
る具体的かつ定量的な, 単細胞スケールでの刺激因子の濃度勾配計測を行った例は本研究が初めてとなる. 以上
の様に神経系を人為的に再構成して医療応用するための基礎的な知見を生み出した.

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９, Ｆ－１９－１, Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
iPS細胞を始めとする多分化能を有する細胞では, わずかな環境の違いで刺激に対する応答にば
らつきが生じやすいことが経験的に知られている. 例えば, 神経系の細胞に分化誘導可能な細胞
株を流れのストレス下で培養すると, 分化誘導刺激に対して応答する細胞の割合が増えたり, 分
化に伴って見られる形態変化が助長されたりすることが知られている. 一方生体内では, 脳では
その水分状態を保つために, 1 日に 450 ～ 600 ml の脳脊髄液が生産, 分泌, 再吸収されてお
り, そのためくも膜下では概算で 6.94 [µl/sec]の髄液の流れに組織が曝されている事になる. 
大部分は脈絡叢で産生・分泌され, 上矢状静脈洞のクモ膜顆粒より静脈血中に吸収されることを
考えると, 一部の毛細血管を介した吸収で作られる流れのみに個々の神経細胞は暴露されてい
ると考えられ, これは上記の概算より小さいものと想像出来るが, 上記のような流速は, 層流が
保たれるようなマイクロ流体デバイス内の環境に比べ 100 倍もの値であり, 過去の研究事例と
照らした時, 脳内の細胞分化に大きな影響を与える可能性が考えられる. しかし, このような神
経分化への流れの影響を厳密に定量的に解析した事例は数少なく, 神経細胞のような繊細な分
化制御を必要とする系では, 詳細な研究が待たれる. 提案者はこれまで神経系に分化誘導可能な
細胞をマイクロ流体デバイス内で培養した経験を活かし[1], 神経細胞分化制御機構への流れ刺
激の影響を定量的に調べるためのツール開発を行い, これを用いて, 神経細胞分化制御機構の解
明, および制御方法の開発に貢献することを目指す.  
[1] Hiraiwa T, et al. 2014 IEEE 27th International Conference on MEMS. 2014, p264-267 
 
 
２．研究の目的 
人体をはじめとする生体内の細胞は, 各組織の水分量を調整するための水分と, その分泌•排出
機構との間で生じる「流れ」に曝されている. 本研究は, 従来の細胞培養環境とは異なり, 流れ
がある環境での細胞培養環境を用意し, 細胞増殖•分化機構への流れの影響を調べることを目
的とする. マイクロファブリケーション技術を用いることで, 細胞の配置,培養液の流速や液性
刺激を変化させる. 特に分化•増殖の繊細な制御が必要となる神経系の細胞に着目して, 流れの
ある環境で培養された細胞が, 静置されている場合とどのように分子レベル, 細胞レベル, 細胞
集団レベルで異なる振る舞いをするかを調査する.  
 
[対象とする生物学的ターゲット] 
1)運命決定プロセスへの影響: 神経系の細胞に分化誘導可能な細胞株(SK-N-SH またはその一
部のクローン), または神経幹細胞を用いて, 生体内を模した, 流れのある培養環境を用意した
場合, 流れのない場合に比べて分化する細胞, 分化しない細胞の位置選択, すなわち運命決定
プロセスに影響があるか調べる.  
2)移動能への影響: 運命決定後の神経細胞は次に組織内の適切な部位へ移動する. そこで流れ
の中にある細胞の移動能を調べ, 流れがない環境で培養した細胞の移動能と差があるか調べる.  
3)形態的特徴への影響: 神経細胞に分化した場合に現れる形態的な特徴(ニューライトの長さ
等)について, 流れがある環境で培養した場合に定量的値に計測可能な影響があるかを明らか
にする.  
4)高次機能への影響: 形態形成への影響に基づくと, 神経が司る高次機能(信号伝達など)にど
の程度の影響があると考えられるか見積もる.  
 
 
３．研究の方法 
<1>細胞培養デバイスの作成 
[1]マイクロコンタクトプリンティング 
1)ソフトリソグラフィによるスタンプ作成 
2)細胞接着因子の選定と扱い方 
神経細胞に分化誘導可能な培養細胞株(SK-N-SH, SH-SY-5Y, IMR-32)に対して,コラーゲン, ラ
ミニン, poly-L-リジンなどの接着因子との組み合わせを用意し, 培地が流速を持つ条件下で確実
性高く接着培養でき, 分化誘導出来る組み合わせを検討する.  
[2] マイクロ流体デバイスの作成 
(1) 安定して流速を変化させながら細胞培養可能な培養槽 

培養槽には, 細胞を配列して流れによる刺激が制御出来るようデザインにする.  



今回, 培地を取り入れる側が二股に分かれた流路を持った培養槽を作成し, 培養槽内で層
流を保つのに必要な条件を検討する.  

(2) マイクロコンタクトプリンティングで作成したパターンを壊さずにガラス基板に培養槽を
接着するための仕掛け 
Y 字の培養用流路の外側に, 陰圧による圧着を実現するための大きな空洞を用意する.バキ
ュームポンプ内部を陰圧に保ち, 培養用のガラス基板に圧着する.  

この際生じることが予想される問題点について検討する.  
-1)漏れの確認及び基盤破損の確認  
-2)細胞障害の確認  
[3] 流れ刺激培養 
(1) 配列細胞への流れによる刺激の確認: 細胞を培養しながら定量的に流速を変化させ, 差異

が観察されるか検討する.  
(2) 細胞形態変化の観察: 画像データを数多く取得し, 統計的に価値のあるサンプル数で後に

行うマーカー発現パターンとの比較を半定量的に行う.  
細胞の形態変化を起こさせる刺激を細胞の局所に加えた際に, 形態変化に伴うシナプス小胞の
移動, 極性分子および細胞骨格結合タンパク質の分布変化等を観察する. 
 

４．研究成果 
1.マイクロコンタクトプリンティングの条件検討 
PDMS を用いて底面積-高さ比を変更したスタンプを作成し, ラミニンをプリントした基盤に対
する細胞のoff pattern/on pattern 率を計算した. その結果プリントサイズには最適値がある
ことが示唆された.  
 
 
図1: A.マイクロコンタクトプリンティング用のPDMSの
表面構造. B. プリントしたラミニン(緑)に対し, 細胞(赤)
を播種した様子 (bar=100µm), C. off pattern/on 
patternの計算方の説明, D. 計算時の画像処理結果, E. パ
ターンサイズごとのoff pattern(青)/on pattern(緑)率. 

2 マイクロ流体デバイスの開発 
本研究では, 計画当初に予定していたY字流路を基本と
する細胞部分刺激を可能にするデバイスの他, 拡散を利
用して細胞に対する刺激の定量的な勾配を作り出すデバ
イス, および, 大きさの異なる剪断応力を1つの実験の中

で同時に作り出す
デバイスの3種類
を主に使用した. 

[1] Y 字流路デバ
イス 
このデバイスを用いて, マイクロ流体の性質を利用し, 流
れの存在下で培養されている細胞の一部分だけを液性刺
激因子に暴露するための詳細な条件検討を行った. マイ
クロコンタクトプリンティングの技術, その他デバイス
を利用した自動培養環境構築のための各技術に関する報
告とともに, 現在投稿準備中である. 
 
図 2: A. 作成した流路の断面, B. ２D構造, C. 全体設計, 
D 流速を変えた場合の2つの流れの接面の位置変動(最上
面(上)と底面(下)), E. その平均値と標準偏差, F. 異なる
流速ごとの具体的な最上面と底面の像および流体に含ま
れている蛍光物質の相対的輝度値. 底面では速い流速を
与えた場合, 界面位置を制御しやすいことがわかった. 

µCP and negative pressure bonding combination with automated medium controller for flexible cell culturing

Fig. 4. Evaluation of cell adhesion selectivity after µCP on surface treated
glass substrate. A. Schematic showing the fabrication of µCP stamps. The
images of the PDMS stamps were obtained using a VK9710 3D laser
scanning microscope. The dimensions of W (size of squares on the stamp)
and D (the distance between patterns) are shown above the respective
photograph. The y- and x- axes of the lower portions of the figure indicate
height and distance, respectively. B. Laminin pattern (50 µm square, green,
FAM-X) produced by µCP and the cell colonies adhered to the patterns
(red, CellTracker Orange). The scale bar indicates 100 µm. C. Schematic
showing how to calculate the cell adhesion selectivity using binarized
image data. Areas in the left drawing where the colonies were off (α)
and on (β) the pattern are indicated. The scale bar indicates 50 µm. The
illustrated matrixes explain the binarization process described briefly in
Subsection 2.5.3, Evaluation of µCP efficiency and cell adhesion selectivity.
D. Evaluation of cell adhesion selectivity on the glass bottomed dish. The
photographs show laminin conjugated with the FAM-X printed area (green)
and cell colonies stained by CellTracker Orange (red) in the left panel. FAM-
X conjugated laminin (green areas in left photograph, 75 µm square pattern)
and CellTracker labeled SK-N-SH cells (orange areas in left photograph)
were binarized. The white and red scale bars indicate 200 µm. E. Number of
cell colonies on a micropattern. Cells that adhered to the micropattern even
slightly were counted as on pattern. Other cells were off pattern (N: 50 µm
= 100, 75 µm = 86, 100 µm = 52). F. Detailed distribution of the cells on the
pattern. Each dot indicates one colony.

Fig. 5. Evaluation of the cell culturing device. A. 3D view of the
microchannel. B. Schematic of x-y facet (left upper panel), schematic of x-z
facet (left lower panel). The images indicate that the width (x-axis length)
of the microchannel is 989.8 µm and the height (z-axis) is 172.9 µm. The
mean values of width and height,respectively, of three devices fabricated by
the same emulsion mask and protocol are indicated in the table (right panel).
N = 3. S.D. is standard deviation. C. Two laminar streams in the cell culture
channel from positive pressure. Region of Interest (ROI) in the cell culturing
device. The top and bottom sections of the device are indicated with dashed
lines. D. The flow rate and displacement distance of the interface between
two streams (MEMα and MEMα containing FITC-dextran) at the ROI in
Fig.C are shown. Both horizontal axes represent elapsed time. The upper
and lower graphs show the displacement distance of the interface at the top
and bottom section in Fig.C, respectively. E. The average AoF value, and
the maximum and minimum displacement distance for each flow rate in each
device. N = 3. F. The relative intensity normalized by the maximum intensity
in the ROI indicated by a white line at each flow rate. This figure indicates
that the shallow gradient at each ROI was due to the diffusion time of FITC-
dextran being dependent on the flow rate in the cell culture channel. The
length of the gradient was longer than the axis of single SK-N-SH cell at
flow rates of 0.5 and 1.0 µl/min.

7

µCP and negative pressure bonding combination with automated medium controller for flexible cell culturing

Fig. 4. Evaluation of cell adhesion selectivity after µCP on surface treated
glass substrate. A. Schematic showing the fabrication of µCP stamps. The
images of the PDMS stamps were obtained using a VK9710 3D laser
scanning microscope. The dimensions of W (size of squares on the stamp)
and D (the distance between patterns) are shown above the respective
photograph. The y- and x- axes of the lower portions of the figure indicate
height and distance, respectively. B. Laminin pattern (50 µm square, green,
FAM-X) produced by µCP and the cell colonies adhered to the patterns
(red, CellTracker Orange). The scale bar indicates 100 µm. C. Schematic
showing how to calculate the cell adhesion selectivity using binarized
image data. Areas in the left drawing where the colonies were off (α)
and on (β) the pattern are indicated. The scale bar indicates 50 µm. The
illustrated matrixes explain the binarization process described briefly in
Subsection 2.5.3, Evaluation of µCP efficiency and cell adhesion selectivity.
D. Evaluation of cell adhesion selectivity on the glass bottomed dish. The
photographs show laminin conjugated with the FAM-X printed area (green)
and cell colonies stained by CellTracker Orange (red) in the left panel. FAM-
X conjugated laminin (green areas in left photograph, 75 µm square pattern)
and CellTracker labeled SK-N-SH cells (orange areas in left photograph)
were binarized. The white and red scale bars indicate 200 µm. E. Number of
cell colonies on a micropattern. Cells that adhered to the micropattern even
slightly were counted as on pattern. Other cells were off pattern (N: 50 µm
= 100, 75 µm = 86, 100 µm = 52). F. Detailed distribution of the cells on the
pattern. Each dot indicates one colony.

Fig. 5. Evaluation of the cell culturing device. A. 3D view of the
microchannel. B. Schematic of x-y facet (left upper panel), schematic of x-z
facet (left lower panel). The images indicate that the width (x-axis length)
of the microchannel is 989.8 µm and the height (z-axis) is 172.9 µm. The
mean values of width and height,respectively, of three devices fabricated by
the same emulsion mask and protocol are indicated in the table (right panel).
N = 3. S.D. is standard deviation. C. Two laminar streams in the cell culture
channel from positive pressure. Region of Interest (ROI) in the cell culturing
device. The top and bottom sections of the device are indicated with dashed
lines. D. The flow rate and displacement distance of the interface between
two streams (MEMα and MEMα containing FITC-dextran) at the ROI in
Fig.C are shown. Both horizontal axes represent elapsed time. The upper
and lower graphs show the displacement distance of the interface at the top
and bottom section in Fig.C, respectively. E. The average AoF value, and
the maximum and minimum displacement distance for each flow rate in each
device. N = 3. F. The relative intensity normalized by the maximum intensity
in the ROI indicated by a white line at each flow rate. This figure indicates
that the shallow gradient at each ROI was due to the diffusion time of FITC-
dextran being dependent on the flow rate in the cell culture channel. The
length of the gradient was longer than the axis of single SK-N-SH cell at
flow rates of 0.5 and 1.0 µl/min.

7



[2]拡散利用デバイス 
このデバイスは多くのマイクログローブを細胞培養well に付属させ, 左右で流す培地の成分の
勾配が, 計算予測値によく fit するような培養環境を作り出した. アプリケーションとして, 生
物学的な解析ターゲットである1)運命決定プロセスへの影響 について特に検討した. 
正しい方向への分裂は正常な発生過程において非常に重要である. そのため, 生体内における細
胞分裂方向が何によって決定されているか明らかにすることを目的とした研究が多数行われて
きた. 中でも, 細胞分裂の異方性は液性因子の不均一な空間分布によって制御されているという
証拠が多く見つかっている. 本研究では, その様な作用を持つ液性因子として Wnt タンパク質
に着目した.  Wnt タンパク質は, 昆虫から脊椎動物までの多細胞真核生物で保存されているタ
ンパク質である. Wnt タンパク質は組織形成に関与するだけでなく, 細胞周期や分化の制御も
行う, 生体にとって重要なタンパク質である. 本研究ではWnt タンパク質として,  Wnt3a を
用いた.   

図 3: 作成したデバイスの概要(左上段図および下
段写真). 中央の黒線部分で細胞を培養する. 左右
でWnt3a 含有培地または不含有培地を流すこと
により, 細胞培養部では一定のWnt3a の濃度勾
配環境が実現する. 濃度勾配がある中で培養する
と, 特定の細胞周期上にある細胞の分裂方向に偏
りが現れた(右ローズダイヤグラム). Bar は 1 
cm. 
 

Wnt3a タンパク質の濃度勾配を形成するためのマイクロ流体デバイスを作成し, 分裂時におけ
る異方性決定に必要な濃度差を求めた. その結果, 10-1 nM 程度の僅かな濃度差で, 分裂時の異
方性が決定されていることを明らかにした.  この成果は, Hiraiwa, T. et al. FEBS Open 
Bio. 2018 Nov 9;8(12):1920-1935. で発表した. 
 
[3] 剪断応力テストデバイス 
本研究提案の要となる剪断応力を様々な大きさで加えてその影響をテストするためのデバイ
スは, プロトタイプと応用実機の 2 型を作成し, それぞれ生物学的な解析ターゲットのうち, 
3)形態的特徴への影響（神経細胞に分化した場合に現れる形態的な特徴(ニューライトの長さ
等)について, 流れがある環境で培養した場合に定量的値に計測可能な影響があるかを明らか
にする）をプロトタイプで, 2)移動能への影響 (運命決定後の神経細胞は次に組織内の適切な
部位へ移動する. そこで流れの中にある細胞の移動能を調べ, 流れがない環境で培養した細胞
の移動能と差があるか調べる), および 4)高次機能への影響 (形態形成への影響に基づくと, 
神経が司る高次機能(信号伝達など)にどの程度の影響があると考えられるか見積もる)を応用
実機で検討した. 
 
 1) プロトタイプにおける神経系細胞への分化能を持つ細胞の形態的特徴への影響の検討 
図 4に示すようなデバイスを作成し, Particle Image Velocimetry(PIV)法によって設計通りの
剪断応力を細胞に与えられる環境となっているか検討後, 流路内でSH-SY-5Yの培養を行った. 

 
図 4. プロトタイプの構造概要(左). 異なる剪断応力を与えることができる 3 つの流路を持つ. 
培養部の後ろに作られた抵抗構造の断面積と長さに応じて流速が変化し, 与えられる剪断応力
が変化する. 中央写真はSH-SY-5Y, Tuj1(緑), Nestin(赤). Bar は 50 µm. 右グラフA. 静置培
養と0.002Pa 下培養の比較. B. 0.002 ~ 0.368 Pa の範囲の比較. 

2 Wnt3a濃度勾配による細胞分裂異方性の制御 2.2. 手法

滅菌済みデバイス

コラーゲン塗布済み 
ガラスベースディッシュ

接着

(1) (2)

脱気

脱気
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図 2.8: マイクロ流体デバイスの設置手順

以下の手順でマイクロ流体デバイスによる細胞培養の準備を行なった。(1)コラーゲンを
塗布したガラスベースディッシュに滅菌済みのマイクロ流体デバイスを貼り合わせ、脱気
を行った。(2)マイクロ流体デバイス内の空気を除去するために PBSを各流入口から加
えた。(3)Wnt3aを含む培地 (Wnt3a-CM)と通常の培地を各流入口からデバイス内に加え
た。培地を加える順番は、Wnt3a-CMを最初に加え、次に通常培地をデバイス内に加える
ことで、流路内を通常培地で満たすようにした。(4)流路内を通常培地で満たし、細胞導
入口から細胞懸濁液を加えた。(5)マイクロ流体デバイスをステージトップインキュベー
タに設置し、細胞培養を行なった。

42

2 Wnt3a濃度勾配による細胞分裂異方性の制御 2.3. 結果
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図 2.17: Wnt3a濃度勾配による分裂角度への影響

(A)細胞培養流路内におけるODF2の免疫蛍光染色画像。左画像: ヘキストによって染色
した染色体を示している。中央および右画像: 三次元画像内のODF2免疫蛍光染色画像。
免疫蛍光染色画像下の z は対物レンズの移動距離を示している。白矢印は輝度値の高い
ODF2を指し示し、白三角は輝度値の低いODF2を指し示している。(B)各条件における
分裂角度 θODF2の角度分布。角度 0◦がWnt3a-CMを供給する細溝が存在する方向を示
し、−π/2が流路の上流方向を示している。‘コントロール’は、両側から通常培地を流し
入れた実験条件を表し、‘Wnt3a濃度勾配’はWnt3a-CMと通常培地を流し入れた実験条
件を表している。(C, D)各条件における分裂角度 θODF2の偏りについて。グラフ内の分
数は、分子に (a)側に偏った細胞数を、分母に測定を行なった全細胞数を表している。偏
りが生じているか検定するために二項検定を行なった。**; P < 0.01。(E, F)分裂期中期
におけるDkk1によるWntシグナル阻害実験。Dkk1を加えると、Wnt3a濃度勾配が存在
していたとしても、分裂角度の偏りが失われた (E)。
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4.ํ๏ 4.1.ϚΠΫϩྲྀମσόΠεͷߏͱ࡞

ਤ 4.1: σόΠεͷ֓೦ਤ

ਤதͷࠇ৭෦ྲྀ࿏/ۭؾ࿏Ͱ͋ΔɻA:σόΠεͷ্ɾPDMSബບ෦ɾԼɻ੨৭෦

ੜݕτϨύϯͰઠͨ͠ՕॴͰ͋ΔɻB:σόΠεதͷ֤෦Ґͷ໊শɻ
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5.݁Ռ͓Αͼߟ 5.5.໔Ӹޫܬછ৭ʹؔ͢Δ࣮݁ݧՌ

ਤ 5.7: ໔Ӹޫܬછ৭ޙͷ SH-SY5Yࡉ๔

AɿSH-SY5Yࡉ๔ͷҐ૬ࠩݦඍڸը૾ͱݦޫܬඍڸը૾ͷϚʔδɻ৭෦͕ Tuj1ɺ৭

෦͕NestinΛ͍ࣔͯ͠ΔɻBɿҐ૬ࠩݦඍڸը૾ɻCɿTuj1Λછ৭ͨ͠ࡍͷݦޫܬඍڸը

૾ɻDɿNestinΛછ৭ͨ͠ࡍͷݦޫܬඍڸը૾ɻεέʔϧόʔ͍ͣΕ 50 µmɻ
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Aɿίϯτϩʔϧͱ channel 3ͷσʔλͷΈͷϓϩοτɻBɿchannel 1, 2, 3ͷσʔλͷΈ
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ͨͷͪɺ૿େʹస͡Δ͕ࠦࣔ͞Εͨɻ∗P < 0.05ɻ
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流路内の剪断応力はオーダーのレベルで予測値と計測値が一致した. この環境で培養した結果
から, 静置培養と比較した場合, 流れがあると神経突起の伸長が抑えられる一方, 剪断応力
0.002 ~ 0.368 Pa の範囲では, 剪断応力が大きくなればなるほど神経突起の伸長が見られ, 同
時に分化マーカーの発現がタンパク質レベルで上昇することが示された. この結果から, 神経細
胞様の分化を起こす細胞において剪断応力の影響には, 分化を促進する要素と阻害する要素が
あり, 強さによって細胞への影響の現れ方が変化することが示された. 神経細胞系の細胞分化制
御に剪断応力を応用する場合, 定量的に適切な範囲を定めて利用する必要があることが示唆さ
れた(投稿準備中). 
 
2) 応用実機による神経系細胞の移動能への影響の検討および形態変化への影響の検討 
応用実機ではプロトタイプデバイスを改良し, 4 つの大きさの異なる剪断応力を加えることので
きるデバイスとして作成した(図 6). 

図 6. 応用実機の構造概要(右上図および右
下写真). 左図(A)0.4Paの剪断応力を加えた
場合(上段)と静置培養(下段)の場合の比較
(bar=20µm). (B)それぞれの剪断応力下で
の遊走の軌跡. 赤は流れに逆らった軌跡, 黒
は流れと同方向の軌跡. (C) 細胞遊走軌跡の
Directional Score 計算法(左)と数値化した
もの(右).  

 
本デバイス内で神経芽細胞腫 IMR32を培養したところ, 0.4Pa
以上の剪断応力を加えると, 流れに沿った細胞遊走の頻度が優
位に上昇することが示された. これが剪断応力の影響によるも
のか, 静圧の影響によるものか区別するため, 別に培養液の粘

度を変えた場合の実験, および培養環境内の静圧の測定を行い, 剪断応力の影響であることを確
認した. また, 細胞自身の生理的な変化を伴った現象であることを確認するため, 細胞内カルシ
ウムシグナルの剪断応力刺激下の変化を見たところ, 刺激に依存して上昇していたことから, 細
胞が剪断応力刺激を受けて細胞内に伝達していることを確認した. さらに, 足場依存タンパク質
の接着面形状の変化を計測し, その分布や接着斑形状に変化が生じること, またこれらの積極的
な変化が, MYCNの過剰発現によることを突き止めた. この成果はHiraiwa, T. et al Journal of 
the Royal Society Interface, 16(152), [20180934]. で発表した. 
 

3) 応用実機による高次機能(細胞間インタラクションなど)への影響の検討 
同実機を用いてSH-SY5Yの細胞集団における, 分化誘導時の神経突起伸長方向と流れの関係に
ついて検討した. 流れの軸に平行に伸長した神経突起と, 平行に伸長しなかった神経突起につい
て, 統計解析(二項検定)を行ったところ, 特定の流量下では静置培養の場合に比べ, 流れに平行
に伸長する突起が有意に多かった. これらの突起の前細胞・後細胞の向きを, 軸索内のチューブ
リン結合タンパク質の移動軌跡から定義して, 
機能的な前後と流れの方向に関連があるか解析
したところ, 差が見られなかった(投稿準備中). 
 
図 7. 流れに沿って神経突起伸長が起きるか二項
検定で解析したところ, 特定の流速の場合にの
みその傾向が見られた.  
 
[結言] 計画立案当初に比較し, 様々な構造の細胞培養用マイクロ流体デバイスを作成し, 神経
細胞分化への剪断応力の影響を, 細胞運命決定プロセス, 移動能, 形態変化, 高次機能の各項目
について, 分子レベル, 細胞レベル, 細胞集団レベルで検討した. 剪断応力は神経分化において, 
形態変化と遊走能に一定の傾向を作り出す作用があるが, 信号伝達の方向にまで明確な配向を
起こす作用は確認されなかった. また本研究を通して, マイクロ流体の様々な性質を応用すると, 
分裂方向制御や形態変化, 遊走の傾向, 分化誘導シグナル発生頻度などの制御に利用できる可能
性を示せた. 

3 せん断応力による神経芽腫細胞の遊走制御 3.2. 手法
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図 3.4: マイクロ流体デバイスの設置手順

以下の手順でマイクロ流体デバイスによる細胞培養の準備を行なった。(1)コラーゲンを
塗布したカバーガラスに滅菌済みのマイクロ流体デバイスを貼り合わせ、脱気を行った。
(2)、マイクロ流体デバイスをステージトップインキュベータに設置し、培養液を送液する
ことで流路内を培養液で満たした。このとき、細胞排出口は塞いだ。(3)流路内を培地で
満たした後、マイクロ流体デバイスをインキュベータから取り外し、細胞懸濁液を流入口
より導入した。このとき、細胞排出口は解放した。(4)再度、マイクロ流体デバイスをイ
ンキュベータ内に設置し、細胞が接着するまで 2 µL/min程度で培養した。細胞接着後、
設定した流量で灌流培養を開始した。
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3 せん断応力による神経芽腫細胞の遊走制御 3.3. 結果
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流
れ

(B)

図 3.11: 各せん断応力を与えた際の細胞遊走の軌跡

(A)細胞遊走中の位相差画像。上段は、せん断応力を与えた際の IMR32細胞の遊走を撮
影している。下段は、通常培地の送液を行なっていない時の IMR32細胞の遊走を撮影し
ている。白矢印は、細胞から伸展している仮足を指し示している。スケールバーは 20 µm

を表している。(B)各せん断応力条件における、細胞遊走の軌跡。プロット上側が上流側、
プロット下側が下流側となっている。赤色の軌跡および数字は遊走の最終到達位置が、初
期位置よりも上流側である細胞の軌跡および細胞数を表している。黒色の軌跡および数字
は、遊走の最終到達位置が、初期位置よりも下流側である細胞の軌跡および細胞数を表し
ている。(C)各せん断応力における遊走方向の割合について。測定開始位置よりも上流側
に遊走した細胞数 SUpと下流側に遊走した細胞数 SDownを計数し、Directional scoreを算
出した。右図は、各せん断応力におけるDirectional score。遊走方向に偏りが生じている
か検出するために、二項検定を行なった。 ***; P < 0.001。
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究
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デル構築, 解析に貢献.

慶應義塾大学・理工学部（矢上）・准教授

(32612)
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連
携
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連携研究者三木則尚教授の下, 不可欠の実験手技の
指導に貢献.
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携
研
究
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木村　啓志
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博士課程研究協力者への指導的助言, 及び一部作成
困難なツール開発及び作成に貢献.

東海大学・工学部・准教授
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連
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研
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(60252318)

本研究で必要となった実験機器使用法及び実験手技
の指導に貢献.
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の統計的データ解析に貢献.
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(32612)

研
究
協
力
者

山崎　一人

(Yamazaki Kazuto)

博士課程研究協力者への指導的助言, 及び神経細胞
分化過程制御の数理モデル構築による分化制御法探
索の研究計画及び実施へ貢献.
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協
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バイスにて主に神経細胞分化過程の形態変化に対す
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研究立案初期段階で研究代表者及び研究分担者への
助言, 提案, 各研究協力者の研究遂行過程への指導
的助言に貢献.
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