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研究成果の概要（和文）：細胞の基本的機能の1つである収縮力を計測するため，力変化による複屈折量の変化
を利用した計測法開発を目指した．複屈折量の指標であるリタデーションは，細胞へ収縮・弛緩薬の投与に応じ
てそれぞれ増加・減少し，従来法である牽引力顕微鏡法により得た細胞収縮力と有意に相関した．また，リタデ
ーションの発生源であるストレスファイバ1本を単離させたところ，収縮力増加時にリタデーションが増加する
傾向が得られた．したがって，リタデーションが細胞収縮力の良い指標であることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Cell contraction force is one of the important functions of cells. The aim 
of this study is to develop a method for measuring the contraction force using retardation of stress
 fibers. When contraction and relaxation reagents were applied to cells, cell retardation increased 
and decreased, respectively. Cell traction force which was measured using a conventional traction 
force microscopy correlated significantly with cell retardation. Retardation of a isolated single 
stress fiber tended to increase when contraction reagent was applied. These results indicate that 
retardation is a good indicator of the cell contraction force.

研究分野： 総合領域
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞が生じる収縮力は，分裂，遊走など細

胞の基本的機能の原動力である．また，近年
では，細胞収縮力がその周囲にも影響を及ぼ
し，組織の形態形成や遺伝子発現等様々な生
命現象に影響すると言われている．したがっ
て，細胞の収縮力計測はこれらの解明に必要
不可欠である． 
この収縮力の従来計測法に，剣山状のマイ

クロピラー上に細胞を播種し，収縮力で曲が
るピラーの変形量から力を計測する方法
（Tan et al, PNAS, 2003）がある．しかし，ピ
ラー上では細胞移動が抑制され，計測した力
は細胞本来の力とは異なる可能性がある．ま
た，ビーズなどの変形マーカを柔らかいゲル
基板に埋め込み，その上に播種した細胞がゲ
ルを変形させる量とゲル弾性率から収縮力
を測定する牽引力顕微鏡法（Traction Force 
Microscopy，以下 TFM）もある（Lee et al, J Cell 
Biol, 1994）．しかし，この方法はゲルの変形
が必須であるため，我々の経験では基板かた
さが 100 kPa 以上では計測限界以下まで変形
が小さくなり計測できなかった．ところが，
例えば血管平滑筋細胞は，生理下で 1 MPa 程
度のかたさ環境で生息しているため，従来法
では細胞本来の収縮力計測ができないこと
になる．また，計測可能な範囲で基板かたさ
を変化させて TFM で収縮力を計測すると，2 
kPa と 50 kPa の基板かたさでは収縮力が約 8
倍も異なった（水谷ら，日本生体医工学会，
2015）ことから，生体内のようにかたい約 1 
MPa の基板でも収縮力が計測できるよう，基
板かたさに依存しない計測手法が必要であ
る． 
 
２．研究の目的 
そこで，本研究では，基板のかたさに依ら

ずに細胞収縮力を計測できる新手法の開発
を目指した．非常に小さい細胞内小器官の収
縮力による変形を計測するため，本研究では
光弾性を利用することとした．光弾性では，
物質に力が加わると物質内の方向により屈
折率が変わる，複屈折物質になる．屈折率が
「物質中に対する真空中の光速の比」である
ため，物質中では屈折率の高い方向に振動面
を持つ偏光は遅く，屈折率の低い方向には速
く光が進む．したがって，両者を同時に入射
させると出射光では位相差（以降，リタデー
ションと呼ぶ）が生じ，これが屈折率変化，
即ち力による変形に依存すると考えられた．
そこで，この原理を利用して細胞内の力を測
定することを目指すこととした． 
そのため，本研究では，「１．細胞の収縮

力変化で細胞のリタデーションが変化する
か？」，「２．リタデーションで収縮力を定量
計測できるのか？」を調べ，本法の定量計測
性検証と計測メカニズムの解明を目指した．
さらに，生体内に近いかたさの基板での収縮
力計測等，「３．本手法で実際に異なる細胞
タイプで収縮力が異なるか？」を検証するこ

とを目的とした． 
 
３．研究の方法 
本研究では，全てブタ胸大動脈から血管平

滑筋細胞を単離し，これを継代培養したもの
を用いた． 
始めに，細胞の収縮・弛緩薬投与時にリタ

デーションが増減するかを調べた．細胞のリ
タデーションの発生源であるストレスファ
イバに収縮力を発生させることができる
Calyculin A を培養細胞に投与した．一方で，
ストレスファイバを弛緩させるとされる
Y-27632 も培養細胞に投与した．また，対照
群として，培養液のみを細胞に投与したディ
ッシュも用意した．いずれも投与後 10 分ご
とに 50 分間にわたり，1 細胞の投影単位面積
当たりのリタデーションを計測した． 
次に，より直接的に収縮力とリタデーショ

ンが相関するかを調べるため，従来法である
TFM で細胞の収縮力を計測しつつ，同一の細
胞に対して細胞のリタデーションを計測し
た．弾性率約 16 kPa のアクリルアミドゲル基
板に蛍光ビーズを播種し，この上に細胞を播
種した．既報の TFM に従い，細胞周辺の応
力分布を求めた後，細胞の長軸方向成分の応
力を合計して，細胞収縮力とした．一方，細
胞内のリタデーションを総和して，細胞総和
リタデーションとし，細胞収縮力と比較した．  
そして，リタデーション値と細胞収縮力の

関係を求めるため，細胞から収縮力の発生源
であるストレスファイバのみを単離し，スト
レスファイバの引張によりリタデーション
が定量的に変化するかを確認した． 
さらに，本法の実用例として，収縮力の異

なる 2 種類のフェノタイプの細胞群を用意し，
両者のリタデーションを比較することに取
り組んだ． 
 
４．研究成果 
始めに，収縮薬・弛緩薬を投与した際の細

胞のリタデーションを計測した（図 1）．収縮
薬を投与すると，投与後にリタデーションが
増加し始め，50 分後には対照群より有意に高

図１ 収縮薬・弛緩薬投与後のリタデーション
変化．スケールバーは 20 µm． 



値となった．一方，弛緩薬を投与するとリタ
デーションが減少し始め，投与後 10 分後に
は対照群に比して有意に低値となった．なお，
対照群のデータは，投与前のリタデーション
と有意差がなかった．したがって，収縮薬・
弛緩薬の投与に応じてリタデーションがそ
れぞれ増加・減少したことが確認できた．し
かし，この収縮薬や弛緩薬を投与すると，同
時に細胞面積も変化する結果が得られた．リ
タデーションは複屈折物質の量にも依存す
るため，投影面積が変化するとそれにより複
屈折物質の密度も変化し，それによりリタデ
ーションが変化したことも考えられる．そこ
で，細胞の投影面積変化を補正した 1 細胞当
たりのリタデーションを計測した．その結果，
細胞の面積変化を考慮しても，やはり収縮薬
投与時にリタデーションが増加し，弛緩薬投
与時にリタデーションが減少する結果が得
られた．したがって，リタデーションの収縮
力指標としての利用可能性が高まった． 
しかし，試薬投与では，細胞面積変化によ

る補正が必要であったこと，さらには時間経
過中に細胞が応答して変化した可能性も否
定できないこと，などを考えると，検証が不
十分であると考えられた．そこで，より直接
的に収縮力とリタデーションの関係を調べ
るため，従来の細胞収縮力計測法である TFM
を行いつつ，細胞のリタデーションを同時に
計測した (図 2)．その結果，TFM 像とリタデ
ーション像の分布は異なる様子であったも
のの，1 細胞当たりの細胞収縮力は，1 細胞
当たりの細胞総和リタデーションと有意に
相関した．したがって，リタデーションが細
胞収縮力に依存して変化することをより直
接的に示した． 
以上より，リタデーションが力の指標にな

ることはおおよそ確認ができたが，具体的に
リタデーション値から力を予測できるため
には，リタデーションを力でキャリブレーシ
ョンする必要がある．そこで次に，リタデー
ションの発生源であるストレスファイバ 1 本

を単離して引張試験を行い，実際に線維に加
わる力を計測しつつ，リタデーション値を計
測する試験を実施した．その結果，これまで
に引張試験時のリタデーション計測は実施
したが，試料が大変形するために引張時の試
料の投影面積変化の補正が必要であること
が分かった．しかし，この補正法により結果
が大きく異なることが判明した．この補正法
の正当性を検討したが，どれも正当性を得る
に至らなかった． 
そこで，少し手法を変更し，等尺性収縮（試

料サイズを変化させないまま収縮力を増加
させる）に手法を変更することを試みた．こ
の実験を実施した結果，まだデータ数は少な
いものの，これまでのところ，収縮力の増加
によりリタデーションが増加する傾向であ
る結果が得られた．この実験は，細胞膜を破
壊してさらにバッファで試料を洗浄した後
に実施しているため，細胞応答による影響は
排除できている．したがって，リタデーショ
ンの収縮力指標としての有効性を示すこと
ができたと考える．今後はデータを蓄積して
定量性を評価することが必要である．  
さらに，この指標で本当に収縮力の変化が

評価できるかを確認するため，細胞のフェノ
タイプが変わる 2 条件で，リタデーションの
変化を調べることも試みた．その結果，収縮
力が上がるフェノタイプになるとされると
報告されている条件下で，細胞総和リタデー
ションが増加傾向にあった．したがって，本
法で細胞タイプを判定できる可能性を示し
た．ただし，こちらもまだデータ数が少ない
ため，今後もデータの蓄積が必要である． 
今後は，この結果を信頼性あるものにする

とともに，その計測原理メカニズムの解明し，
新手法として確立していくことを求めてい
く予定である． 
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